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1Abkürzungsverzeichnis
AAS Atom-Absorptions-Spektroskopie
APC Antigen-präsentierende Zelle
(„antigen presenting cell“)
CD Differenzierungsmarker
(„cluster of differentiation“)
CsA Cyclosporin A
CTL zytotoxischer T-Lymphozyt
(„cytotoxic T lymphocyte“)
DNA Desoxyribonukleinsäure
(„desoxyribonucleic acid”)
DPBS Phosphatpuffer
(„Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline”)
ds-DNA Doppelstrang-DNA
ELISA enzymgekoppelter Immunosorbenstest
(„enzyme-linked immunosorbent assay“)
ER endoplasmatisches Retikulum
FCS fetales Kälberserum
(„fetal calf serum“)
GvHD Graft-versus-Host-Krankheit
(„graft-versus-host disease“)
HERV humanes endogenes Retrovirus
HLA humanes Leukozyten-Antigen
HvGD Host-versus-Graft-Krankheit
(„host-versus-graft disease“)
IFN Interferon
IL Interleukin
IMDM Kulturmediumbezeichnung
(„Iscove's Modified Dulbecco's Medium“)
IRAK IL-1-Rezeptor Typ 1-assoziierte Protein Kinase
KAS Nierenvergabesystem
(„Kidney Allocation System“)
2KMT Knochenmarktransplantation
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex
(„major histocompatibility complex”)
MLC gemischte Lymphozytenkultur
(„mixed lymphocyte culture”)
mls „minor lymphocyte stimulating antigen”
MMTV Maus-Mamma-Tumorvirus
n Anzahl der Experimente
NK-Zellen natürliche Killerzellen
PBMC mononukleäre Zellen des peripheren Blutes
(„peripheral blood mononuclear cells”)
PBS Phosphatpuffer
(„phosphate buffered saline”)
PFA Paraformaldehyd
PI Propidiumjodid
(„propidium iodide“)
RPMI Kulturmediumbezeichnung
(„Rosswell Park Memorial Institute Medium”)
sCD8 lösliches CD8
(„soluble CD8”)
STAT „signal transducer and activator of transcription”
TAP „transporters associated with antigen processing”
TCR T-Zell-Rezeptor
(„T cell receptor“)
TSST toxisches Schock Syndrom Toxin 1
TH T-Helferzelle
TT Tetanus-Toxoid
Vβ variables Element der β-Kette des T-Zell-Rezeptors
31. Einleitung
1.1 Das menschliche Immunsystem
Jeden Tag muss sich der menschliche Körper gegen eine Vielzahl von ein-
dringenden Krankheitserregern verteidigen. Um diese Aufgabe erfüllen zu
können, ist es von großer Bedeutung, dass das menschliche Immunsystem
„selbst“ von „fremd“ unterscheiden kann (Geenen et al., 2001).
Dabei werden zunächst die Mechanismen der angeborenen Immunität aktiviert,
die sich dadurch auszeichnen, dass sie unspezifisch auf das „fremd“ reagieren.
Diese unspezifische Reaktion wird durch Monozyten, Makrophagen, natürliche
Killerzellen (NK-Zellen) und Granulozyten hervorgerufen. Dabei töten NK-
Zellen alle Zellen, die dadurch gekennzeichnet sind, dass sie die Eigenschaft
„selbst“ nicht präsentieren (Lopez-Botet et al., 2000; Moretta et al., 2000). Die
Granulozyten können durch Phagozytose eine intrazelluläre Abtötung oder
durch Degranulierung eine extrazelluläre Abtötung von Erregern herbeiführen
(Kirchner et al., 1993). Mit einiger zeitlicher Verzögerung setzt die spezifische
Immunabwehr ein, bei der Antigene der Erreger zunächst in Peptidfragmente
degradiert werden („antigen processing“). Diese Peptidfragmente werden auf
der Zelloberfläche durch spezialisierte körpereigene Proteine, sog. humane
Leukozyten-Antigene (HLA), T-Zellen präsentiert (Long, 1992).
T-Zellen können Antigene nur dann erkennen, wenn sie an HLA-Moleküle ge-
bunden sind (Owen, 1991). Die HLA-Moleküle werden von Genen kodiert, die
man als Haupthistokompatibilitätskomplex („major histocompatibility com-
plex“, MHC) bezeichnet, da man erkannte, dass gerade diese Strukturen bei
Transplantatabstoßungen eine ganz besondere Rolle spielen. Man findet drei
verschiedene Loci des MHC: die vom MHC-I kodierten und ebenso genannten
MHC-I-Moleküle findet man auf den Thrombozyten und allen kernhaltigen
Zellen des Menschen (also nicht auf Erythrozyten); der MHC-II kodiert ent-
sprechend die MHC-II-Moleküle, die man nur auf bestimmten Zellen des Im-
munsystems findet, den B-Zellen, den Makrophagen, den dendritischen Zellen
und auf T-Zellen nach Aktivierung (Owen, 1991). Mit Ausnahme der T-Zellen
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senting cells“, APC) zusammen (Datta, 2003). Im MHC-III schließlich sind
keine Haupthistokompatibilitätsantigene kodiert.
Die Zellen, die an der spezifischen Abwehr beteiligt sind, sind im Wesent-
lichen die T-Lymphozyten und die B-Lymphozyten (Arnold, 2002). Beide ent-
stehen aus lymphoiden Vorläuferzellen. Die lymphoiden Vorläuferzellen, aber
auch Monozyten und Granulozyten werden im Knochenmark gebildet. Aus den
lymphoiden Vorläuferzellen, die aus dem Knochenmark in den Thymus wan-
dern, entwickeln sich die T-Lymphozyten (Geenen et al., 2001), im Knochen-
mark selber entwickeln sich aus den lymphoiden Vorläuferzellen die B-
Lymphozyten und die NK-Zellen. Immunzellen besitzen in Abhängigkeit von
ihrer Funktion und ihres Entwicklungszustandes ein für sie jeweils spezifisches
Muster an Oberflächenmarkern (Geenen et al., 2001). Diese sogenannten CD-
Moleküle („cluster of differentiation“) können dazu benutzt werden, um einen
Zelltyp zu charakterisieren. CD-Moleküle stellen ein phänotypisches Unter-
scheidungskriterium dar (Zola, 2001).
Die sich im Thymus aus den lymphoiden Vorläuferzellen entwickelnden und
heranreifenden T-Lymphozyten exprimieren zunächst weder CD3 noch CD4
und CD8. Daher werden sie als doppelt negative Zellen bezeichnet (Staal et al.,
2001). Danach gelangen sie in ein Stadium, in dem sie alle der drei genannten
CD-Moleküle exprimieren. Sie werden dann als doppelt positive Zellen be-
zeichnet (Amsen und Kruisbeek, 1998). Weniger als 5% von diesen Zellen
entwickeln sich dann weiter zu einfach positiven Zellen, die neben dem CD3
entweder das CD4 oder das CD8 exprimieren. CD3 ist ein Leitmarker für T-
Zellen (Alarcon et al., 2003). Die reife einfach positive Zelle (als CD4+ oder
CD8+ T-Zelle bezeichnet) wandert dann aus dem Thymus aus. Die CD4+ T-
Zellen werden als T-Helferzellen (TH) bezeichnet. Nach ihrer Reifung im
Thymus werden T-Zellen als naive T-Zellen (TH0) bezeichnet, da sie noch kei-
nen Antigenkontakt hatten.
T-Zellen erkennen über den T-Zell-Rezeptor („T cell receptor“, TCR) Peptide,
die an MHC-Moleküle gebunden sind. Bei diesen Peptiden handelt es sich um
Antigenfragmente. Die Antigene werden von APC aufgenommen, prozessiert
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cessing“ werden die Proteine in Peptide gespalten und an MHC-Moleküle ge-
bunden. Je nach Herkunft der Peptide (Zytosol oder Phagolysosomen) werden
die Peptide entweder an MHC-I oder MHC-II gebunden (Stoltze et al., 2000).
Bindung an MHC-I:
Proteine aus dem Zytosol (z.B. Virusproteine) werden von Proteasomen in
Peptide gespalten. Proteasome sind multikatalytische Proteasen und weisen die
Besonderheit auf, dass sie Proteine in Peptide einer bestimmten Länge spalten.
Die Peptidfragmente werden durch Transportproteine aktiv vom Zytosol ins
endoplasmatische Retikulum (ER) gebracht. Diese Transportproteine werden
als TAP („transporters associated with antigen processing“) bezeichnet. Im ER
findet dann die Bindung an MHC-I statt (Guermonprez et al., 2003). Nach der
Abschnürung von Vesikeln vom ER werden die Komplexe aus MHC-I und an
sie gebundenen Peptidfragmenten an die Zelloberfläche gebracht.
Bindung an MHC-II:
Proteine, die durch Phagozytose von der Zelle aufgenommen wurden, werden
in Phagolysosomen in Peptide gespalten. Die Phagolysosomen verschmelzen
mit Vesikeln, die MHC-II-Moleküle enthalten und die sich vom ER abge-
schnürt haben. Die MHC-II-Moleküle werden im ER durch die invariante
Kette blockiert. Die invariante Kette verhindert, dass MHC-II-Moleküle bereits
im ER mit Peptidfragmenten beladen werden können (Jensen et al., 1999a). Ein
weiteres Protein, HLA-DM, erleichtert die Freisetzung der invarianten Kette
und die Bindung von Peptiden an MHC-II (Jensen et al., 1999b). Die Komple-
xe aus Peptid und MHC-II werden in Vesikeln an die Zelloberfläche gebracht
und dann nach außen den T-Zellen präsentiert (Krensky, 1997).
Bei der Erkennung von Peptid-MHC-Komplexen besteht die Beschränkung,
dass CD8+ T-Zellen nur Peptide erkennen können, die an MHC-I-Moleküle
gebunden sind, während CD4+ T-Zellen nur Peptide erkennen können, die an
MHC-II-Moleküle gebunden sind (Long, 1992); diese Eigenschaft bezeichnet
man als MHC-Restriktion der T-Zellen (Lydyard und Grossi, 1991; Stevano-
vic, 2002). Wenn CD8+ T-Zellen an MHC-I gebundene Peptide erkennen, dann
töten sie als zytotoxische T-Zellen (CTL) die Zelle, die ihnen das Antigen prä-
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bunden sind, dann differenzieren sie sich zu TH1- oder TH2-Zellen. Eine Im-
munantwort, die zur Folge hat, dass eher TH1-Zellen gebildet werden, lenkt zur
zellulären Immunität, während eine sogenannte TH2-Antwort zur humoralen,
d.h. antikörpervermittelten Immunantwort führt (Agnello et al., 2003).
1.2 Gemischte Lymphozytenkultur (MLC) und humanes Leukozyten-
Antigen (HLA)
Noch bis in die frühen 60er Jahre des letzten Jahrhunderts wusste man nicht,
welche Funktion die Lymphozyten haben. 1962 fiel Gowans et al. auf, dass
sich aufgereinigte Lymphozyten aus dem Ductus thoracicus von Mäusen in
proliferierende Zellen verwandelten, wenn man sie in bestrahlte Mäuse inji-
zierte. Diese Beobachtung legte den Schluss nahe, dass man den Eintritt von
Lymphozyten in den Zellzyklus kontrolliert auslösen konnte. Zwei Jahre später
zeigten unabhängige Studien von Bain et al. (1964a) und Bach und Hirschhorn
(1964), dass die gemeinsame Kultivierung von Lymphozyten zweier nicht
verwandter Spender nach einigen Tagen viele blastoide Zellen enthält.
Bain et al. (1964b) entdeckten, dass dies nicht der Fall war, wenn man die
Lymphozyten von monozygoten Zwillingen in Kultur gab.
Bei der gemischten Lymphozytenkultur („mixed lymphocyte culture“, MLC)
handelt es sich um ein etabliertes klinisches Untersuchungsverfahren, das rou-
tinemäßig vor Knochenmarktransplantationen (KMT) durchgeführt wird, da
hier vor allem MHC-II tragende Zellen übertragen werden (Danzer und Rink,
1996; Farrell et al., 1988; Hansen et al., 1997; Hayry et al., 1972; Klein und
Chiang, 1976). Dieses in vitro-Modell der Transplantation (Bach, 1976; Mclau-
rin, 1965) erkennt sowohl MHC-II-Inkompatibilitäten als auch minor-
Inkompatibilitäten. Bei diesen minor-Inkompatibilitäten handelt es sich um
Antigene, die zu einer starken Reaktion in der MLC führen. Bei Mäusen ent-
sprechen diese Antigene den sogenannten „minor lymphocyte stimulating anti-
gens“ (mls). Bei den mls handelt es sich um endogene Superantigene, die von
Maus-Mamma-Tumorviren (MMTV) kodiert werden (Acha-Orbea und Palmer,
1991). Für diese mls wurden verschiedene Gene identifiziert, und die klassi-
sche mls-präsentierende Zelle ist die B-Zelle. Bei anderen APC konnten mls an
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Diese Antigene werden dabei von der B-Zelle zusammen mit einem MHC-
Molekül präsentiert. Alle T-Zellen, die mit einem spezifischen mls interagie-
ren, exprimieren dieselbe Vβ-Kette des TCR (Beutner et al., 1996). Deshalb
kann nur ein kleiner Teil der hochpolymorphen TCR-Moleküle mit den mls
interagieren. Man findet in Mäusen, die mls exprimieren, keine T-Zellen, die
auf diese mls reagieren, da diese T-Zellen bereits während der Reifung der T-
Zellen durch klonale Deletion untergegangen sind (Kubo et al., 1997; Waan-
ders et al., 1993). Trifft nun im Rahmen der MLC eine T-Zelle des einen Spen-
ders auf ein für sie spezifisches mls auf einer Zelle des anderen Spenders, dann
kommt es zu der oben bereits beschriebenen stark positiven MLC.
Als Beurteilungskriterium für das Ergebnis einer MLC wird im Allg. die T-
Zell-Proliferation im 3H-Thymidin-Proliferationstest gemessen. Der Nachteil
dieses Testverfahrens liegt zum einen darin, dass es nicht möglich ist, eine kla-
re ja-nein-Aussage über die Aktivierung und konsekutive Proliferation der
Zellen zu treffen, da jedes Mal ein individueller Grenzwert gesetzt werden
muss, und zum anderen in der langen Dauer des Tests (Bonfichi et al., 1993).
Das TH1-Zytokin Interferon- (IFN-) γ (Agnello et al., 2003) stellt im Vergleich
zu anderen Zytokinen einen entscheidenden Parameter in der MLC dar und
kann somit als sensitiver Marker der direkten T-Zell-Aktivierung gelten (Dan-
zer et al., 1996). Zytokine sind wesentlich an der Regulation der Abstoßungs-
reaktion beteiligt (Dickinson et al., 1994; Noronha et al., 1992). Der optimale
Zeitpunkt der Zytokinmessung ist dabei der 5. Tag nach Inkubation der Zellen.
An diesem Tag wird das Maximum der Konzentration des IFN-γ erreicht (Dan-
zer, 1994). Der Vorteil der Zytokinmessung mittels IFN-γ liegt zum einen in
der Möglichkeit, eine klare ja-nein Aussage zu treffen, zum anderen darin, dass
die Zytokinmessung im Gegensatz zur radioaktiven Markierung in jedem La-
bor durchgeführt werden kann.
Bei der MLC kann man zwischen der one-way-MLC und der two-way-MLC
unterscheiden. Bei der one-way-MLC werden die Lymphozyten des einen
Spenders mit γ-Strahlen bestrahlt. Dies hat zur Folge, wie oben bereits er-
wähnt, dass die Lymphozyten nicht mehr proliferieren können, sie aber den-
noch dazu in der Lage sind, Zytokine zu produzieren (Danzer et al., 1994a).
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ven Zellen des anderen Spenders auf diese Oberflächenstrukturen reagieren
können. Auch hier muss wiederum ein individueller Grenzwert festgelegt wer-
den. Man hat jedoch durch die one-way-MLC die Möglichkeit, zu unter-
scheiden, welcher Spender die Reaktion in der MLC ausgelöst hat (wer somit
der „responder“ ist) oder ob beide Spender als „responder“ fungieren (Dupont
et al., 1980). Bei der two-way-MLC werden die Zellen beider Spender unbe-
handelt zusammen inkubiert und dann wird im Falle der Zytokinmessung das
IFN-γ gemessen. Dies lässt jedoch keine Rückschlüsse auf die Herkunft des
gemessenen IFN-γ zu.
1.3 MLC und Transplantationen
Bei Transplantationen unterscheidet man verschiedene Formen: die syngene
Transplantation zwischen monozygoten Zwillingen, die homologe Transplan-
tation innerhalb eines Individuums (z.B. Eigenhautverpflanzung nach Ver-
letzungen), die allogene Transplantation zwischen Individuen einer Spezies
(z.B. Nierentransplantationen oder KMT) und schließlich die xenogene Trans-
plantation zwischen Individuen verschiedener Spezies (z.B. die Übertragung
von Schweineklappen in menschliche Herzen) (Lydyard und Grossi, 1991). Bei
Organtransplantationen kann es dazu kommen, dass das Transplantatgewebe
vom Empfänger abgestoßen wird. Man spricht dann von der „host versus graft
disease“ (HvGD). Bei der KMT, bei der viele immunkompetente Zellen über-
tragen werden, kann es aber auch dazu kommen, dass das Empfängergewebe
von den Leukozyten des Spenders angegriffen wird. Man spricht dann von der
„graft versus host disease“ (GvHD).
Wie eingangs bereits erwähnt, spielen die HLA-Moleküle bei Abstoßungen ei-
ne besondere Rolle, da u.a. bei allogenen Transplantaten deren HLA-Moleküle
von den Empfängerlymphozyten als fremd erkannt werden (Zavazava und Ka-
belitz, 2000). Dabei hat man in bezug auf die KMT herausgefunden, dass der
MHC-II eine stärkere Immunogenität besitzt als der MHC-I. Die Stärke der
Abstoßung ist abhängig von den Unterschieden zwischen den körpereigenen
und den körperfremden MHC-Molekülen. Die genetische Grundlage bilden
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HLA-Genloci. Sie werden auch als „Mismatche“ bezeichnet. Es konnte gezeigt
werden, dass die Stärke der IFN-Produktion mit der Anzahl der Mismatche
korreliert (Cantell et al., 1990). Bei Transplantationen, besonders bei der KMT,
werden Spender und Empfänger gematcht, d.h. sie werden HLA-typisiert und
es werden Individuen mit möglichst wenigen Mismatchen ausgewählt, da eine
möglichst gute Übereinstimmung (matching) auch eine hohe Überlebenswahr-
scheinlichkeit des Transplantates garantiert (Opelz, 1987).
Interessanterweise hat man beobachtet, dass es Konstellationen gibt, die dem
Prinzip des matching zuwider laufen: zum einen ist beobachtet worden, dass
HLA-gematchte Personen eine Abstoßungsreaktion zeigen, die nicht erwartet
worden war, da auf genomischer Ebene in den untersuchten Allelen völlige
Übereinstimmung herrschte. Zum anderen kam es bei nicht gematchten Per-
sonen, d.h. Spender- und Empfängerkombinationen, bei denen eine bestimmte
Anzahl an Mismatchen vorlag, nicht zu einer Abstoßungsreaktion, obwohl dies
aus genotypischer Sicht erwartet wurde. Dieses Phänomen könnte man mit der
Theorie der permissiven (stummen) Mismatche erklären, wonach es Konstella-
tionen von MHC-Molekülen und auf sie reagierenden TCR gibt, bei denen die
TCR die fremden MHC-Moleküle nicht als fremd erkennen (Zino et al., 2003).
Die bei gematchten Personen beobachtete Abstoßungsreaktion könnte mit dem
Konzept der humanen endogenen Retroviren (HERV) erklärt werden (Danzer
et al., 1994b). Bei den HERV handelt es sich um retrovirale Minorinkompati-
bilitäten, die den murinen mls („minor lymphocyte stimulating antigen“) ent-
sprechen (Acha-Orbea et al., 1992).
Diese Beobachtungen lassen die Vermutung aufkommen, dass es mehrere sol-
cher Konstellationen geben könnte, so dass im Falle einer konkreten Trans-
plantation nicht mehr ausschließlich die HLA-Identität als Optimum angestrebt
werden müsste, sondern auch andere, bisher noch unbekannte HLA-Kombina-
tionen als (Quasi-)Optimum aufgefasst werden könnten. Der entscheidende
Vorteil läge darin, dass die Wahrscheinlichkeit, einen passenden Spender zu
finden, aufgrund der größeren Anzahl der als tolerabel erkannten Kombina-
tionen erhöht werden würde. Angesichts des Mangels an Spenderorganen ist
diese Bestrebung unmittelbar einsichtig. Unklar war bis vor kurzem, wie ein
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MHC-Komplex von einem TCR als fremd erkannt wird. Man wusste lediglich,
dass die Bindung sowohl MHC-dominiert als auch Antigen-dominiert sein
konnte. Die Aufklärung dieser Frage gelang mit Hilfe eines Co-Kristalls der
Interaktion eines TCR mit einem allogenen MHC-Molekül. Das Ergebnis ist,
dass der TCR den MHC-Antigen-Komplex als eine einheitliche Struktur auf-
fasst und dabei nicht zwischen MHC-Molekül und Antigen unterscheidet (Rei-
ser et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass die allogene Reaktion umso
stärker ausfällt, je weniger Unterschiede es zwischen den fremden und den ei-
genen MHC-Molekülen gibt. Sind beide identisch, dann erfolgt allerdings kei-
ne Reaktion (Obst et al., 2000; Kranz, 2000).
1.4 Die Bedeutung von Zink für das menschliche Immunsystem
Zink ist ein äußerst bedeutendes Spurenelement für alle Organe, besonders
aber für das Immunsystem (Driessen et al., 1995; Prasad, 1998). Sowohl ein
erniedrigter als auch ein  erhöhter Zinkspiegel führt zu einer gestörten Funktion
des Immunsystems (Rink und Gabriel, 2001). Erniedrigte Zinkspiegel führen in
vivo zu einer verminderten NK-Zell-Aktivität und Phagozytose durch Makro-
phagen und neutrophile Granulozyten (Allen et al., 1993; Keen und Gershwin,
1990). Außerdem ist die Anzahl der B- und T-Zellen vermindert (Fraker et al.,
2000; Prasad, 1998) und die Antikörperproduktion durch B-Zellen reduziert
(DePasquale-Jardieu und Fraker, 1984; Minigari, 1998).
Der normale Zinkplasmaspiegel liegt bei 12-16 µM. Dieser Plasmapool macht
aber nur einen Teil von 0,1 % des gesamten Körperbestandes an Zink aus. Zink
liegt zum größten Teil intrazellulär vor, z.B. in Skelettmuskulatur (57%) und
Knochen (29%) (Rink und Gabriel, 2000). Plasmaproteine wie Albumin, α2-
Makroglobulin und Transferrin sind wesentlich am Zinktransport zu den Orga-
nen beteiligt, doch nur das ungebundene, freie Zink ist immunologisch aktiv.
Intrazellulär ist Zink zu einem geringen Teil an das Akut-Phase-Protein Me-
tallothionein gebunden, das eine bisher nur unzureichend bekannte Rolle in der
Kontrolle des Zinkmetabolismus und der gewebespezifischen Verteilung von
Zink spielt (Wellinghausen und Rink, 1998; Mocchegiani et al., 2000). Bei
schwerer Erkrankung, Trauma, Entzündung, Malignomen und unter Korti-
kosteroidtherapie kommt es zu einer Umverteilung des Zinks vom Plasma in
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die Leber (Weiss et al., 1995). Der tägliche Zinkbedarf des Menschen kann
über eine ausgeglichene Diät gedeckt werden, ist jedoch abhängig von Alter
und Lebenssituation. Während Säuglinge 3 mg/d für eine ausgeglichene Zink-
bilanz benötigen, bedürfen Erwachsene 15 mg/d, schwangere und stillende
Frauen 20-25 mg/d. Zinkmangel tritt durch unzureichende Zufuhr bei Diät und
parenteraler Ernährung, durch Maldigestion und Malabsorption und bei erhöh-
ten Zinkverlusten auf (Frankel, 1993).
1.5 Die Bedeutung von Zink für das Zytokinsystem und die MLC
Die Auswirkungen des Zinks auf das Zytokinsystem und die MLC sind bis-
weilen sehr unterschiedlich und scheinen manchmal sogar widersprüchlich zu
sein. Auf der einen Seite findet man Wirkungen, die man als „Induktion durch
Zink“ interpretieren kann, auf der anderen Seite findet man Wirkungen, die
man als „Inhibition durch Zink“ verstehen kann (Wellinghausen et al., 1997a).
1.5.1 „Induktion durch Zink“
Erhöhte Zinkkonzentrationen führen in vitro zur Sekretion von IFN-γ von un-
stimulierten PBMC, ein Effekt, der sich durch vorangehende Stimulation der
Zellen mit Lektinen noch steigern lässt (Driessen et al., 1995; Wellinghausen et
al., 1996b). Die Zugabe von Zink zu Endotoxin-stimulierten PBMC führt zu
einer synergistischen Wirkung und damit deutlich gesteigerten Freisetzung von
Zytokinen (Driessen et al., 1995; Wellinghausen et al., 1997a). Zink besitzt
nicht nur entscheidenden Einfluss auf Lymphozyten sondern auch auf Mono-
zyten, die durch Zink aktiviert werden können und demzufolge Monokine
synthetisieren und sezernieren. Diese Wirkung wird durch einen spezifischen
Stimulationsmechanismus vermittelt, der noch nicht vollständig geklärt ist
(Wellinghausen et al., 1996a).
Die Monokine Interleukin (IL-) 1 und IL-6 werden direkt durch Zink induziert.
IL-1 stimuliert seinerseits die Freisetzung von IFN-γ. Die Höhe des IL-6-
Spiegels wird dabei über IL-1 reguliert, während IL-6 die Höhe der IFN-γ Se-
kretion beeinflusst (Driessen et al, 1994). Unabhängig von der Konzentration
ist Zink nur in der Lage, T-Lymphozyten zu aktivieren, indem eine direkte In-
teraktion zwischen Monozyten und T-Zellen stattfindet (Wellinghausen et al.,
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1997a). Diese Differenzen bezüglich der unterschiedlichen Wirkung von Zink
auf das Immunsystem bei vermeintlich gleicher Konzentration erklären sich
zum einen über die unterschiedlichen Untersuchungsbedingungen in vivo/in
vitro, zum anderen über den starken Einfluß der Zusammensetzung des Me-
diums, das für die Kultur verwendet wird (Wellinghausen et al., 1996b).
1.5.2 „Inhibition durch Zink“
A Campo et al. (2001) konnten zeigen, dass Zinkionen in der Lage sind, die
IFN-γ Produktion in der MLC zu hemmen. Insofern zeigen Zinkionen also eine
immunsuppressive Wirkung, wobei allerdings noch nicht klar ist, auf welche
Art und Weise sie ihre Wirkung entfalten. Die Differenzierung von T-Lympho-
zyten zu CD4+ T-Zellen sowie die Funktion der natürlichen Killerzellen (NK-
Zellen) sind abhängig von IFN-γ-vermittelten Signalen. Sowohl die T-Zell-
Differenzierung als auch die NK-Zellfunktion sind bei Zinkmangel beeinträch-
tigt (Wellinghausen et al., 1997b). Zink hat auch Einflüsse auf Enzyme, z.B.
hemmt es die IL-1 type I receptor-associated kinase (IRAK), was zu einer In-
hibition der IL-1 vermittelten T-Zell-Aktivierung führt (Wellinghausen et al.
1997a). Ein in vivo bestehender Zinkmangel führt in vitro zu einer vermin-
derten Sekretion von IL-2 (Prasad 1995), ein wichtiger Faktor, der die Lym-
phozytenproliferation fördert. Der Ausgleich des Zinkdefizits führt zu einer
Normalisierung der IL-2-Produktion.
1.5.3 Abhängigkeit der Zink-Wirkungen von der Konzentration
Der Vergleich der sich z.T. widersprechenden Ergebnisse in der Literatur be-
zogen auf die Wirkung von Zink auf das Immun- und Zytokinsystem konnte
durch eine deutliche Abhängigkeit des Effekts von der Zinkkonzentration und
den Untersuchungsbedingungen erklärt werden (Wellinghausen und Rink,
1998; Rink und Gabriel, 2000). Zinkkonzentrationen von 100 µM führen in vi-
vo zu einer Supprimierung der Aktivierung zytotoxischer CD8+ T-Zellen und
aktivieren TH2-Zellen (Chandra, 1984), die daraufhin IL-10 sezernieren und
darüber die Proliferation von B-Zellen und deren Differenzierung zu Plasma-
zellen fördern. Diese Zinkspiegel bewirken somit die Auslösung einer humo-
ralen Immunantwort. In vitro führt eine Zinkkonzentration von 100 µM zu ei-
ner Verringerung der Sekretion von löslichen CD8 Molekülen (sCD8 Mole-
küle) in der Kultur, wobei ein toxischer Einfluß als Ursache ausgeschlossen
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werden konnte (Driessen et al., 1994). Erhöhte Zinkkonzentrationen (250 µM)
in vitro aktivieren den zellulären Abwehrmechanismus über eine TH1-
Stimulation und konsekutive IFN-γ-Sekretion, was die Supprimierung der
zytotoxischen T-Zellen aufhebt.
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1.6 Zielsetzung
Trotz kontroverser Diskussionen besitzt die gemischte Lymphozytenkultur
(MLC) auch heute noch einen besonderen Stellenwert in der Diagnostik vor ei-
ner Knochenmarktransplantation, da sie die in vivo-Situation anhand eines
technisch einfachen in vitro-Modells simuliert. Frühere Untersuchungen konn-
ten die Bedeutung der Zytokine in der Post-Transplantationssituation auf-
zeigen. Die Bestimmung von IFN-γ im Überstand der MLC zeigte im Gegen-
satz zur gängigen Proliferationsmessung eine eindeutige „ja-nein-Aussage", die
eine individuelle und teilweise fragwürdige Grenzwertbestimmung als Basis
der Auswertung der Ergebnisse überflüssig macht.
In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob es Spenderkonstellationen gibt,
bei denen mit Hilfe der MLC ein permissives Mismatch, das zu keiner alloge-
nen Reaktion führt oder aber eine minor-Inkompatibilität nachgewiesen werden
kann. Dies hätte zur Folge, dass man die Wahrscheinlichkeit, einen passende-
ren Spender für einen Menschen, der auf ein Organ wartet, zu finden, erhöhen
könnte.
Ebenfalls sollte der Einfluss von Zink auf die MLC weiter untersucht werden,
um möglicherweise zu zeigen, dass Zink in der Lage sein könnte, das Immun-
system gezielt zu beeinflussen, so dass die generalisierte Immunsuppression
nach Transplantation modifiziert werden könnte. Des Weiteren sollte unter-
sucht werden, ob es möglich ist, eine Zytokin-basierte one-way-MLC zu eta-
blieren, die auch ohne die Notwendigkeit der Bestrahlung der Zellen verläss-
liche Aussagen über die responder-Zellen gestattet.
Insgesamt könnte die MLC einen genaueren Einblick in die immunologische
und funktionelle Bedeutung der unterschiedlichen HLA-Mismatche gewähren.
Außerdem könnte Zink ein neues Medikament zur Behandlung von transplan-
tierten Patienten werden, wodurch das heute verbreitete Konzept der generali-
sierten Immunsuppression differenziert werden könnte.
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2. Material
2.1 Geräte
Analysenwaage 2002 MPI (Sartorius, Göttingen)
Atom-Absorptions-Spektroskop (1100B, Perkin Elmer, Überling)
CO2-Inkubator water-jacketed (Forma Scientific, Labotec, Göttingen)
Dampf-Groß-Sterilisator Hydromat E14 (Webeco, Bad Schwartau)
Durchflusszytometer Coulter XL (Coulter Electronics, Krefeld)
ELISA-Reader (Anthos Labtec Instruments, Salzburg/A)
ELISA-Waschgerät (Biotest, Dreieich)
Gefriertruhe, -80°C (Nuaire, Plymouth, MN/USA)
Heißluft-Sterilisator 2712 (Kottermann, Uetze-Hänigsen)
Laborwaage 12116MP (Sartorius, Göttingen)
Pipette Combi-Pipette Typ 3180L (Eppendorf, Hamburg)
Pipetten Multikanal, 5-50 µl / 40-200 µl (Titertek, ICN, Meckenheim)
Pipetten Vario-Mikroliterpipetten 0,5-10 µl, 10-100 µl, 200-1000 µl (Eppen-
dorf, Hamburg)
Pipetten Finnpipetten 5-40 µl, 40-200 µl, 200-1000 µl (Labsystems, Helsin-
ki/SF)
Rüttler Reax 2000 (Heidolph, Kelheim)
Rüttler Sample Mixer, rotatorisch (Dynal, Hamburg)
Rüttler Titramax 100 (Heidolph, Kehlheim)
Spektralphotometer U 3000 (Hitachi, Tokio/Japan)
Sterile Werkbank II, AI B3 (Nuaire, Plymouth, MN/USA)
Thermomixer 5436 (Eppendorf, Hamburg)
Umkehrmikroskop Diavert (Leitz, Stuttgart)
Vollblut-Zellzähler T-660 (Coulter Electronics, Krefeld)
Zentrifuge Kühlzentrifuge 2K15 (Sigma, Deisenhofen)
Zentrifuge Minifuge Centrifuge 5415C (Eppendorf, Hamburg)
Zentrifuge Omnifuge 2.0.RS (Heraeus Christ, Osterode)
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2.2 Laborbedarf
Bakterienfilter, 0,2 µm, steril, rund (Schleicher & Schuell, Dassel)
Einmalspritzen, steril, 2 ml, 5 ml, 10 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
Gewebekulturflaschen, beschichtet, 50 ml, 260 ml, 800 ml (Nunc, Roskil-
de/DK)
Gewebekulturplatten 6 Loch und 24 Loch (Falcon, Heidelberg)
Gewebekulturschalen 100 x 20 mm (Falcon, Heidelberg)
Kunststoffröhrchen, steril, mit Schraubverschluss, 15 ml, 50 ml (Sarstedt,
Nürmbrecht)
Latex-Einmalhandschuhe (Ansell, München)
Petrischalen (Falcon, Heidelberg)
Pipettenspitzen, 1-10 µl, 10-100 µl, 100-1000 µl (Greiner, Nürtingen)
Pipettenspitzen, Combitips steril, 0,5 ml, 1,25 ml, 2,5 ml, 5 ml, 12,5 ml (Ep-
pendorf, Hamburg)
Pipettenspitzen, Comforttips, 200 µl (Eppendorf, Hamburg)
Reaktionsgefäße 1,5 ml (Sarstedt, Nürmbrecht)
Stangenpipetten, steril, 1 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml (Greiner, Nürtingen)
2.3 Zellkulturmedien und - zusätze
Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline, DPBS (BioWhittaker, Verviers, Bel-
gien)
Fetales Kälberserum, Myoklone plus Qualität (Gibco, Karlsruhe)
Ficoll-Dichte-Gradientenlösung 1,077 g/ml (Seromed Biochrom, Berlin)
Kulturmedium IMDM (Bio Whittaker, Verviers, Belgien)
Kulturmedium RPMI 1640 (Seromed Biochrom, Berlin)
Kulturmedium Ultradoma proteinfrei (Bio Whittacker, Heidelberg)
L-Glutamin (Seromed Biochrom, Berlin)
Penicillin 10000 E/ml / Streptomycin 10000 µg/ml (Seromed Biochrom, Ber-
lin)
Phosphate Buffered Saline, PBS, ohne Ca2+ und Mg2+ (Gibco, Karlsruhe)
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2.4 Immunologische Reagentien und Medikamente
Cyclosporin A (Alexis Corporation, Lausen, Schweiz)
Tetanus-Toxoid (Behring-Werke, Marburg) (freundlicherweise von Dr. Halex
zur Verfügung gestellt)
TSST (Toxin Technology, Sarasota, FL, USA)
Zink-Aspartat (Unizink 50, Koehler Pharma, Alsbach)
2.5 Testkits
ELISA für humanes IFN-γ (Bender MedSystems, Wien, Österreich)
2.6 Chemikalien und sonstige Reagentien
Alle außer den nachfolgend aufgeführten Chemikalien wurden in Analysenqua-
lität von der Firma Merck (Darmstadt) bezogen:
Aqua ad injectabilia, 10 ml Ampullen (Braun, Melsungen)
Paraformaldehyd (Riedel-de Haan AG, Seelze)
Zinksulfat-Heptahydrat (Sigma, Deisenhofen)
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3. Methoden
3.1 Isolierung von mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC)
Nach Gewinnung des Erythrozytenkonzentrats und des Plasmas aus Vollblut-
konserven bleibt eine angereicherte Leukozytenfraktion („buffy coat“) übrig,
die als Ausgangsmaterial für die Isolierung von PBMC verwendet wird. Nach
Dichtegradientenzentrifugation der Leukozytenfraktion befinden sich die ge-
wünschten PBMC in einer Interphase unterhalb des Plasmas, während sich die
Granulozyten und Erythrozyten im Pellet befinden. Nach Waschung werden
die isolierten Zellen in Medium suspendiert und auf die gewünschte Zellzahl
eingestellt. Für die ex vivo-Experimente wurde den Probanden in Lithium-
Heparin Monovetten Blut abgenommen, und PBMC wurden wie hier darge-
stellt isoliert.
Lösungen:
Wasch-Lösung (pH 7,4) PBS-Puffer
Dichtegradienten-Lösung Ficoll: 1,077 g/ml
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen:
10 % FCS (30 min bei 56 °C inaktiviert)
1 % L-Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin
Protokoll:
• die angereicherte Leukozytenfraktion bzw. venöses Blut mit PBS im Ver-
hältnis 1:1 verdünnen und im 50 ml-Röhrchen gut mischen
• in einem neuen 50 ml-Röhrchen 25 ml der Ficoll-Dichtegradienten-Lösung
vorlegen und mit 25 ml der verdünnten Blutlösung vorsichtig überschichten
• 20 min bei 600 g und 20 °C zentrifugieren, wobei möglichst langsam be-
schleunigt und abgebremst werden sollte
• den hellen Ring der Interphaseschicht mit den mononukleären Zellen in ein
neues 50 ml-Röhrchen überführen, den Rest verwerfen
• die gewonnene Interphaseschicht mit PBS auf 50 ml auffüllen, gut suspen-
dieren und 10 min bei 300 g und 20 °C zentrifugieren
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• PBS abpipettieren, das Zellpellet erneut in PBS waschen
• PBS abpipettieren, die Zellen in 10 ml Kulturmedium RPMI 1640 aufneh-
men
• die Zellzahl am Vollblutzähler bestimmen und die Zellen auf die ge-
wünschte Konzentration einstellen
Die peripheren mononukleären Zellen werden nach Isolierung je nach Ver-
suchsansatz unterschiedlich weiterverarbeitet:
• Präinkubation mit Zink
• Fixierung mit Paraformaldehyd zur Durchführung einer one-way-MLC
• Durchführung einer two-way-MLC
3.2 Präparation des Zinkzusatzes zur Zellkultur
Der Zinkzusatz wird aus einer Stammlösung gewonnen, wobei die gewünschte
Zinkkonzentration durch Verdünnung mit proteinfreiem Medium eingestellt
wird. Die Stammlösung enthielt weniger als 0,005 U/ml Lipopolysaccharid,
entsprechend < 500 fg/ml Endotoxin. Unabhängig von dem in der Zellkultur
verwendeten Medium muss immer proteinfreies Medium zur Verdünnung der
Zinksalze benutzt werden, um die Bindung der Ionen an Serumproteine sowie
ein Ausfallen in Lösung zu minimieren.
Lösungen:
Lösung für das Zinksalz Aqua ad injectabilia
Lösung zur Verdünnung Ultradoma proteinfrei
Protokoll:
• das Zinksalz (ZnSO4) in Aqua ad injectabilia zu einer 100 mM Stammlö-
sung auflösen
• die Stammlösung unmittelbar vor Zugabe zu den Zellkulturen zu einer
10 mM Lösung in Aqua ad injectabilia verdünnen
• die 10 mM Zink-Lösung mit proteinfreiem Medium Ultradoma proteinfrei
auf niedrigere Konzentrationen von 500 µM und 1000 µM einstellen
• die 500 µM und 1000 µM Lösungen mittels eines Bakterienfilters (Poren-
größe 0,2 µm) steril filtrieren
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3.3 Paraformaldehyd - (PFA-) Fixierung von PBMC
Durch die Fixierung mit Paraformaldehyd werden die PBMC daran gehindert,
Zytokine zu produzieren. Da ihre Oberflächenstrukturen dennoch als Antigene
fungieren, kann auf diese Weise eine one-way-MLC durchgeführt werden. Um
das schwer lösliche PFA in Lösung zu bringen, wurde nach Aufnahme des
PFA in Lösung das Gemisch ca. eine Stunde bei 50 °C unter Rühren homoge-
nisiert. Danach wurde die Lösung steril filtriert, wodurch sie klar wurde. Nach
Abkühlung auf Raumtemperatur konnte die Lösung dann weiterverarbeitet
werden.
Lösungen:
Lösung des PFA DPBS
Kulturmedium: RPMI 1640 nativ, ohne Zusätze
Protokoll:
• 1 g Paraformaldehyd in 25 ml DPBS aufnehmen
• das Gemisch ca. eine Stunde bei 50 °C rühren
• die Lösung steril filtrieren
• PBMC eines Spenders isolieren
• Zellen auf 2×106 Zellen/ml in RPMI 1640 einstellen
• je nach benötigter Gesamtzellzahl n ml Zellsuspension mit n ml PFA-
Lösung versetzen, Einwirkdauer 3 Minuten
• Zellen dreimal mit DPBS waschen
• Zellen in Kulturmedium RPMI 1640 aufnehmen
• Zellen auf eine Konzentration von 2×106 Zellen/ml einstellen
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3.4 Zellkulturen
Nach Ficoll-Trennung werden die Zellsuspensionen für die verschiedenen
Kulturansätze in unterschiedliche Platten und Kulturschalen gegeben, um op-
timale Voraussetzungen für die weiteren Präparationen zu schaffen. Die Inku-
bation erfolgt bei 37 °C, 5% CO2 und gesättigter Luftfeuchtigkeit ohne Medi-
umwechsel bis zu 6 Tagen. Das Zellwachstum und die Kulturbedingungen
werden durch mikroskopische Kontrolle verfolgt.
Lösungen:
Kulturmedium: RPMI 1640 zusetzen:
10 % FCS (30 min bei 56 °C inaktiviert)
1 % L-Glutamin
1 % Penicillin/Streptomycin
3.4.1 Protokoll für Kontrollen
Durch die Durchführung von Kontrollen, d.h. durch die Inkubation von unsti-
mulierten PBMC, konnte durch die IFN-γ-Messung gezeigt werden, dass die
Zellen bei Durchführung der MLC nicht durch die Isolierung vorstimuliert wa-
ren.
• die unstimulierten PBMC-Populationen der jeweiligen Spender als negative
Kontrolle ohne weitere Zugaben kultivieren
3.4.2 Protokoll für die Zink-supplementierten PBMC
• unstimulierte PBMC-Kulturen mit der Zinklösung (10 % des späteren
Kulturvolumens) 15 Minuten vor Ansetzen der MLC inkubieren
3.4.3 Protokoll für die two-way-MLC
• Zellen mittels Ficoll trennen und die Zellsuspension auf 2×106 Zellen/ml
einstellen
• jeweils 2 PBMC-Populationen zu gleichen Volumina mischen
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3.4.4 Protokoll für die one-way-MLC mit PFA
Für die one-way-MLC wurden die PBMC von jeweils einem der beiden Spen-
der wie in Abschnitt 3.3 gezeigt mit PFA fixiert.
• PBMC von jeweils einem der beiden Spender mit Paraformaldehyd fixieren
• jeweils PBMC-Populationen fixiert und unfixiert zu gleichen Volumina
mischen
3.5 Gewinnung des Zellkulturüberstandes
Protokoll:
• zur Zytokinbestimmung die MLC-Ansätze und Kontrollen in Endvolumina
von 1 ml in 24-Loch-Platten kultivieren
• an bestimmten Tagen unter sterilen Bedingungen für jeden Tag und jede
Probe aus einem Loch 500-800 µl Überstand in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß
überführen
• die Proben bis zur Zytokinmessung mittels ELISA bei – 80 °C tieffrieren
3.6 Enzyme-linked-immuno-sorbent-assay (ELISA)
Die ELISA-Technik stellt ein sensitives Verfahren zur quantitativen Be-
stimmung von Antigenen/Zytokinen dar, die in einer spezifischen Bindung an
Antikörper auf einer entsprechend beschichteten Mikrotiterplatte binden. Nach
Bindung des Antigens an den Primärantikörper wird im nächsten Schritt ein
Peroxidase-gekoppelter Sekundärantikörper aufgetragen, der an ein weiteres
Epitop des zu messenden Zytokins bindet. Nach Inkubation und mehrmaligem
Waschen kann im letzten Schritt das zugegebene Substrat durch die Peroxidase
in einen Farbstoff umgesetzt werden. Die Extinktion wird photometrisch gegen
einen Leerwert bestimmt und ist der Zytokin-Konzentration direkt propor-
tional. Die Durchführung der kommerziell erworbenen ELISA erfolgte laut
Arbeitsvorschrift des Herstellers (Bender Med Systems, Wien).
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3.7 Ex vivo Zink-Studie
Mit sechs gesunden Freiwilligen wurden in einer kleinen Studie die Auswir-
kungen einer Zink-Supplementation auf die MLC getestet. Die Teilnehmer er-
klärten sich schriftlich damit einverstanden. Zur Zink-Supplementation wurden
Zink-Aspartat-Tabletten (Unizink 50, Koehler Pharma, Alsbach) verwendet,
die jeweils 50 mg Zink DL-Aspartat enthielten (10 mg reines Zink).
Eine Woche lang nahmen die Teilnehmer alle 2 Stunden eine Tablette ein
(80 mg Zink pro Tag). Diese Tagesdosis stellt etwa das sieben- bis achtfache
der empfohlenen Tagesdosis dar und wird zur Behandlung einer Erkältung
verwendet (Prasad et al., 2000). Nach sieben Tagen wurden PBMC der sechs
Teilnehmer isoliert und für two-way-MLCs wie oben beschrieben präpariert.
Insgesamt konnten somit 15 MLC durchgeführt werden.
3.8 Bestimmung von Zinkkonzentrationen durch Atom-Absorptions-
Spektroskopie (AAS)
Die Zinkkonzentrationen wurden in mg Zink pro Liter angegeben (normal sind
Werte zwischen 0,69-1,49 mg/l).
Protokoll:
• Serum 1:10 verdünnen
• Proben mit AAS messen
3.9 Stabilität der Interferon- (IFN-) γ-Sekretion
Um die Stabilität der IFN-γ-Sekretion zu überprüfen, wurde mit den PBMC
von vier gesunden Spendern zu zwei Zeitpunkten eine two-way-MLC durchge-
führt.
Protokoll:
• PBMC isolieren
• two-way-MLC durchführen
• nach zehn Tagen PBMC wiederholt isolieren
• eine weitere two-way-MLC durchführen
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3.10 Durchflusszytometrie
Mit dem Durchflusszytometer kann schnell und quantitativ eine Auswertung
von fluoreszierenden Zellen, die mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern oder
direkt mit Farbstoffen markiert wurden, durchgeführt werden. Propidiumjodid
(PI) lagert sich in die DNA-Helix ein und fluoresziert rot-orange nach An-
regung mit hochenergetischem Licht. PI diffundiert nicht durch die intakte
Zellmembran, so dass nur tote Zellen bzw. sterbende Zellen mit starken Mem-
branschäden gefärbt werden. Somit ist die PI-Färbung eine einfache Methode,
um lebende und tote Zellen zu differenzieren, aber gleichzeitig sensitiver als
der klassische Ausschluss von Trypanblau.
Lösungen:
PI  PI-Stocklösung (1 mg/ml)
Protokoll:
• 10 µl PI-Stocklösung in einer Konzentration von 1 mg/ml zu 1×106 Zel-
len/ml pipettieren
• 20-30 min inkubieren lassen, um eine Einlagerung von PI in die Doppel-
strang-DNA (ds-DNA) zu ermöglichen
• PI-Anreicherung im Durchflusszytometer im Phycoerythrin-Kanal messen
3.11 Auswertung der Ergebnisse
In der vorliegenden Arbeit ist IFN-γ auf sein Sekretionsverhalten in der MLC
sowie mögliche hemmende Einflüsse untersucht worden, die jeweils an einer
größeren Anzahl von Einzelexperimenten beobachtet wurden. Bei fast allen
Ergebnissen sind die arithmetischen Mittelwerte dargestellt. Die Zahl n be-
zeichnet jeweils die einzelnen durchgeführten MLC-Ansätze (d.h. bei p Spen-
dern wurden in einem Experiment somit ( )1
2
p p
n
−=  MLC-Ansätze pipet-
tiert). Die gewonnenen Ergebnisse sollen im Sinne einer explorativen Datena-
nalyse zur Generierung von Hypothesen dienen. Signifikanzen wurden mit dem
Student t-test oder dem Wilcoxon-Test berechnet.
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4. Ergebnisse
4.1 Gruppen aus genotypisierten Spendern
Die HLA-Typisierung wird routinemäßig vor jeder Organ- bzw. Knochen-
marktransplantation durchgeführt und dient der Ermittlung von Spender- und
Empfängerkombinationen, bei denen die untersuchten HLA-Allele möglichst
genau übereinstimmen. Eine vollständige  Übereinstimmung in den  HLA -A, -
B, -C, -DRB1 und -DQB1 Genen kann die Inzidenz einer GvHD und die Mor-
talität signifikant reduzieren (Mickelson et al., 2002). Anhand von genotypi-
sierten Spendern ist es möglich, wohldefinierte Spender/Empfänger-Paare zu
erzeugen, bei denen eine bestimmte Anzahl an Mismatchen vorliegt. In der
MLC kann daraufhin die IFN-γ Produktion gemessen werden, um eine mögli-
che Korrelation zwischen einem definierten Mismatch und der daraus re-
sultierenden IFN-γ Produktion zu ermitteln.
Für die Durchführung der im Folgenden vorgestellten Versuche konnte auf ge-
notypisierte Spender aus der Blutbank des Instituts für Immunologie und
Transfusionsmedizin der Universität zu Lübeck zurückgegriffen werden. Es la-
gen die Allele für die vom MHC-II kodierten Genloci DQB1, DQA1 und
DRB1 vor. HLA-DQ und HLA-DRB1 sind wichtige Transplantationsantigene
(Petersdorf et al., 1996), für Nierentransplantationen konnte jedoch gezeigt
werden, dass Mismatche im MHC-I das Ergebnis der Transplantation nicht be-
einflussten (Lazda et al., 1990). Für Stammzelltransplantationen wird jedoch
empfohlen, im MHC-I nicht mehr als ein Mismatch zu tolerieren (Petersdorf et
al., 2001). MHC-I-Inkompatibilitäten zeigen in der MLC generell keine oder
nur eine schwache und verzögerte T-Zell-Antwort (Abbas et al., 1996). Dar-
über hinaus ist die MLC nicht in der Lage, MHC-I-Inkompatibilitäten aufzu-
decken. Der Grund liegt darin, dass die Abnahme der Überstände in der MLC
nach fünf Tagen erfolgt. Innerhalb dieser Zeit kann noch keine Reaktion auf
MHC-I-Inkompatibilitäten messbar sein, da MHC-I prozessiert werden muss.
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Anhand der vorliegenden HLA-Typisierungen konnten geeignete Spen-
der/Empfänger-Paare zusammengestellt werden. Es gelang dabei nicht, größere
Gruppen zu generieren, da aufgrund der Polymorphie des HLA-Systems die
Wahrscheinlichkeit dafür a priori gering ist. Die Einbestellung der entspre-
chenden Blutspender gestaltete sich ebenfalls sehr schwierig, da die Koordi-
nation eines gemeinsamen Spendetermins mit immensen Schwierigkeiten be-
haftet war. Bei der Wiedereinbestellung von Gruppen zu Vergleichsexpe-
rimenten ergab sich zudem das Problem, dass eine gewisse Fluktuation bei den
Blutspendern bestand, so dass es nicht immer möglich war, ein und dieselbe
Gruppe noch ein zweites Mal einzubestellen. Besonderes Augenmerk wurde
darauf gelegt, möglicherweise auf ein permissives Mismatch zu stoßen oder
aber eine Konstellation zu entdecken, bei der der Verdacht auf eine Inkompati-
bilität nicht auf ein HLA-Mismatch zurückzuführen war.
4.1.1 Identische Spender zeigen keine Reaktion in der MLC
Um die Reaktion von in den Genloci DQB1, DQA1 und DRB1 identischen
Spendern aufeinander in der MLC zu messen, wurden mehrere Gruppen von
Blutspendern zusammengestellt, bei denen zwei Spender jeder Gruppe in die-
sen Genloci kein Mismatch hatten. Im Folgenden werden die repräsentativen
Ergebnisse eines von vier Experimenten dargestellt. Zu einer Versuchsgruppe
wurden drei Blutspender mit den in Tab. 1 dargestellten Allelkonstellationen in
den Genloci DQB1, DQA1 und DRB1 einbestellt und getestet.
Proband DQB1 DQA1 DRB1
0301 0501 1201
A
0302 0301 0401
0301 0501 1201
B
0302 0301 0401
0301 0501 1103
C
0302 0301 0401
D untypisiert
Tab. 1
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Mismatche lagen nur im Genlocus DRB1 vor, wobei Spender A und Spender B
identisch in allen untersuchten Genloci waren, Spender C hatte ein Mismatch
zu den Spendern A und B. Es konnte gezeigt werden (Abb. 1), dass Spender A
und B in der MLC eine geringe IFN-γ Produktion hervorriefen (AB), während
das Mismatch im Genlocus DRB1 eine weit höhere IFN-γ Produktion hervor-
rief, die bei Spender A (AC) und Spender B (BC) aber jeweils vergleichbar war
(Abb. 1). Auf einen untypisierten Spender reagieren aber alle drei Spender in
hohem Maße (AD, BD, CD). Diese Ergebnisse zeigen, dass die in den unter-
suchten Genloci identischen Spender in der MLC keine nennenswerte Reaktion
auslösen.
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Abb. 1: Einfluss eines Mismatches im Genlocus HLA-DRB1 auf die IFN-γ Produk-
tion in der MLC
Die MLC zweier identischer Individuen zeigt keine relevante Reaktion in der MLC
(AB), die Reaktion dieser beiden Spender auf einen Spender, der ein Mismatch zu bei-
den aufweist, ist vergleichbar (AC und BC). Die Reaktionen dieser drei Spender auf
einen untypisierten Spender sind beträchtlich und vergleichbar (AD, BD und CD).
Gezeigt sind die absoluten IFN-γ-Werte eines repräsentativen Einzelversuchs (n=4).
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4.1.2 Identische Mismatche haben gleiche Auswirkungen
Im nächsten Schritt sollte überprüft werden, ob eine einem Mismatch zugrun-
deliegende Allelkonstellation bei verschiedenen Spendern gleiche Reaktionen
in der MLC hervorrufen würde. In mehreren durchgeführten Experimenten
konnte dies bestätigt werden. Das zuletzt vorgestellte Beispiel ist repräsentativ
für die durchgeführten Experimente. Es zeigte sich, dass zwei identische Spen-
der A und B auf einen weiteren Spender, zu dem beide ein Mismatch hatten,
eine vergleichbare IFN-γ-Sekretion hervorriefen (AC und BC) (Abb. 1).
4.1.3 Auswirkungen eines Mismatches sind abhängig von der Allelkon-
stellation
Nachdem gezeigt werden konnte, dass gleiche Allelkonstellationen mit einem
Mismatch auch eine vergleichbare IFN-γ-Sekretion hervorrufen, sollte über-
prüft werden, ob verschiedene Allelkonstellationen möglicherweise auch ver-
schiedene Reaktionen in der MLC hervorrufen würden. Im Folgenden werden
wiederum die Ergebnisse eines repräsentativen Experiments von drei durchge-
führten Experimenten dargestellt.
Zu einer weiteren Versuchsgruppe wurden die in Tab. 2 dargestellten Spender
zusammengefasst.
Proband DQB1 DQA1 DRB1
0301 0501 1101
E
0602 0102 1501
0301 0501 1101
F
0602 0102 1501
0301 0501 1103
G
0602 0102 1501
0301 0501 1104
H
0602 0102 1501
Tab. 2
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Die Spender E und F weisen kein Mismatch auf, die Spender G und H haben
ein Mismatch im Genlocus DRB1, und in diesem Genlocus haben sie ebenfalls
ein Mismatch zu den Spendern E und F. Mit dieser Gruppe sollte heraus-
gefunden werden, welchen Einfluss ein Mismatch auf die IFN-γ-Sekretion in
der MLC hat. Gleichzeitig sollte untersucht werden, ob verschiedene Allele ei-
nes Mismatches unterschiedliche Reaktionen hervorrufen würden. Die Re-
aktion der Spender E und F auf das Mismatch des Spenders H (EH und FH) ist
in ihrer Stärke weitaus geringer als die Reaktion auf das Mismatch von Spen-
der G (EG und FG). Die Reaktion auf das Mismatch 1103 und 1104 in HLA-
DRB1 liegt in ihrer Stärke dazwischen (GH) (Abb. 2).
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Abb. 2: Einfluss eines Mismatches im Genlocus HLA-DRB1 auf die IFN-γ Produk-
tion in der MLC
Die Reaktion in der MLC zweier identischer Individuen (EF) ist vergleichbar zu der in
der MLC jeder dieser beiden Spender mit einem Spender, der ein Mismatch zu diesen
aufweist (EH und FH). Dieses Mismatch wird von den beiden besser toleriert als ein
anderes Mismatch (EG und FG). Die Reaktion auf das Mismatch 1103 und 1104 in
HLA-DRB1 liegt in ihrer Stärke dazwischen (GH).
Gezeigt sind die absoluten IFN-γ-Werte eines repräsentativen Einzelversuchs (n=3).
Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Reaktion in der MLC von der
konkreten Allelkonstellation eines Mismatches in einem Genlocus abhängt.
Somit haben nicht alle Allelkonstellationen mit einem Mismatch gleiche Aus-
wirkungen auf die IFN-γ-Sekretion in der MLC.
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4.1.4 Verdacht auf ein permissives Mismatch
Durch Zufall zeigte sich bei einer der untersuchten Gruppen, dass zwei Spen-
der, die zwei Mismatche besaßen, in der MLC keine IFN-γ-Sekretion auslö-
sten. Es handelte sich dabei um die in Tab. 3 dargestellte Versuchsgruppe.
Proband DQB1 DQA1 DRB1
0201 0201 0701
I
0602 0102 1501
0201 0201 0701
J
0602 0102 1501
0201 0501 03011
K
0602 0102 1501
D untypisiert
Tab. 3
In dieser Gruppe fanden sich zwei Spender ohne Mismatch (I und J) und ein
Spender, der ein Mismatch im Genlocus DQA1 und im Genlocus DRB1, d.h.
insgesamt zwei Mismatche zu den Spendern I und J aufwies. Die Ergebnisse
(Abb. 3) zeigen, dass die Reaktion der Spender I und J aufeinander vernachläs-
sigbar (IJ) und auf den Spender K gering war (IK und JK), die Reaktion auf ei-
nen untypisierten Spender fiel weitaus stärker aus (ID, JD und KD). Die Er-
gebnisse lassen den Schluss zu, dass es Allelkonstellationen mit Mismatchen
geben könnte, die in der MLC nicht als fremd erkannt werden, d.h. dass die
IFN-γ-Sekretion in der MLC gering ist. Diese Art von Mismatchen wird per-
missiv genannt und ist aus retrospektiven Studien seit langem bekannt (Maruya
et al., 1993). Durch solche Mismatche (die nicht als fremd erkannt werden)
könnte ebenfalls die Vergabestrategie für Spenderorgane verändert werden, da
in diesem Falle genotypisch zwar unterschiedliche Ausprägungen vorliegen,
funktionell haben diese in vivo jedoch keine Relevanz.
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Abb. 3.: Verdacht auf ein permissives Mismatch
Die Reaktion zweier identischer Individuen (IJ) in der MLC ist gering. Die Reaktion
auf einen Spender, der zwei Mismatche zu diesen aufweist, ist gering (IK und JK). Die
Reaktion auf einen untypisierten Spender fällt stärker aus (ID, JD und KD).
Gezeigt sind die absoluten IFN-γ-Werte eines Einzelversuchs.
Um den Verdacht auf ein permissives Mismatch zu bestätigen, wurde versucht,
die Spendergruppe ein weiteres Mal einzubestellen. Es gelang, die in Tab. 4
dargestellten Spender erneut für eine Blutspende zu gewinnen.
Proband DQB1 DQA1 DRB1
0201 0201 0701
I
0602 0102 1501
0201 0501 03011
K
0602 0102 1501
D untypisiert
Tab. 4
Der Spender J konnte leider nicht einbestellt werden, wohl aber die Spender I
und K, mit denen der Verdacht auf ein permissives Mismatch erhärtet werden
sollte.
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Abb. 4.: Erhärtung des Verdachts auf ein permissives Mismatch
Bei der erneuten Blutspende der Spender konnte in der MLC wiederum eine sehr ge-
ringe Reaktion in der MLC festgestellt werden (IK). Die Reaktion auf einen untypi-
sierten Spender fiel wie erwartet stark aus (ID und KD).
Gezeigt sind die absoluten IFN-γ-Werte eines Einzelversuchs.
Die Ergebnisse zeigen, dass in der MLC keine nennenswerte Reaktion der
Spender I und K aufeinander erfolgt (IK). Die Reaktion auf den untypisierten
Spender D ist jedoch von ähnlicher Stärke wie bereits im zuletzt dargestellten
Experiment (ID und KD) (Abb. 4). Insgesamt konnte der Verdacht auf ein
permissives Mismatch erhärtet werden.
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4.2 Zink als immunmodulatorisches Spurenelement
Bei Transplantationen von Organen versucht man, die Abstoßung des Trans-
plantates (HvGD) oder im Falle von Knochenmarkspenden auch die Reaktion
gegen Zellen des Empfängers (GvHD) zu verhindern. Die Standardtherapie be-
steht zur Zeit in der generellen Immunsuppression mittels Substanzen wie Cy-
closporin A (Sandimmun) oder FK 506 (Tacrolimus). Cyclosporin A (CsA)
und FK 506 sind Inhibitoren des Calcineurin, wodurch die Produktion von IL-2
gehemmt wird (Masri, 2003). IL-2 induziert die Produktion von IFN-γ (Danzer,
1994; Kasahara et al., 1983), wodurch der in vitro vorhandene inhibitorische
Effekt auf die T-Zell-Proliferation in der MLC erklärt werden kann (Woo et al.,
1990).
Neben der sich aus dieser Medikation ergebenden Infektanfälligkeit der Pa-
tienten besitzen diese Substanzen auch erhebliche unerwünschte Wirkungen
wie z.B. Nephro- oder Hepatotoxizität. Eine optimale Substanz zur Immun-
modulation nach Organtransplantationen sollte zum einen die Alloreaktivität
der Lymphozyten hemmen und zum anderen die Fähigkeit des Empfängers zur
Reaktion auf Antigene nicht beeinflussen und außerdem ohne toxische Neben-
wirkungen sein. Im Moment sind solche Medikamente jedoch nicht verfügbar.
Zink ist ein wichtiges Spurenelement für alle Organsysteme und besonders für
das Immunsystem (Wellinghausen et al., 1997a; Wellinghausen und Rink,
1998). Verminderte Zinkserumspiegel führen zu häufigen mikrobiellen In-
fektionen, Thymusatrophie, verminderter NK-Zell-Aktivität und veränderter
Zytokinproduktion (Bao et al., 2003). Die im Moment empfohlene Tagesdosis
für Zink liegt bei 11 mg/d (Food and Nutrition Board, USA, 2001). Es ist be-
kannt, dass Zink in Abhängigkeit von der eingesetzten Konzentration sowohl
stimulierende als auch inhibitorische Effekte auf PBMC haben kann (Welling-
hausen et al., 1997a; Rink und Gabriel, 2000). Es konnte ebenfalls gezeigt
werden, dass Zinkionen dazu in der Lage sind, die IFN-γ Produktion in der
MLC zu unterdrücken (aCampo et al., 2001). Mit den folgenden Experimenten
sollte die Frage geklärt werden, ob Zink in der Lage sein könnte, das Immun-
system selektiv zu unterdrücken, so dass neben den beschriebenen inhibitori-
34
schen Effekten auf die MLC zur gleichen Zeit die Reaktion auf Antigene be-
stehen bleiben könnte. Damit könnte ein neuer Weg der Behandlung von Pati-
enten in der Transplantationsmedizin gefunden werden.
4.2.1 Zink beeinflusst nicht die Antigenerkennung in vitro
aCampo et al. (2001) konnten zeigen, dass Zink einen inhibitorischen Einfluss
auf die MLC hat. In diesem Experiment sollte die Frage geklärt werden, ob
Zink auch die Antwort bei antigener Stimulation durch konventionelle Antige-
ne wie Tetanus-Toxoid (TT) unterdrücken würde. Um identische Bedingungen
für die MLC zu garantieren, wurden folgende Einschlusskriterien definiert:
• Die PBMC der Spender durften nicht auf die Zink-Supplementation reagie-
ren, da erhöhte IFN-γ-Werte in der MLC nach Zinkzugabe keine Rück-
schlüsse auf den Stimulus zulassen (Vorinkubation mit Zink oder allogene
Reaktion).
• Die PBMC der Spender mussten auf TT als bekanntes recall-Antigen und
das toxische Schock Syndrom Toxin (TSST), das als Superantigen einen T-
Zell-Aktivator darstellt, reagieren, so dass zwischen Non-Respondern und
einer Inhibition unterschieden werden konnte. Bei Superantigenen handelt
es sich um Proteine, die an MHC-II binden und T-Zellen durch Interaktion
mit der Vβ-Kette des TCR stimulieren (Acha-Orbea und MacDonald,
1995). Dadurch kommt es zu einer starken T-Zell Proliferation und einer
massiven Zytokinproduktion (Papageorgiou und Acharya, 2000). Für die
Erkennung von Superantigenen durch T-Zellen gibt es keine MHC-
Restriktion (Nguyen et al., 1996).
Nach der Zellisolation wurden die PBMC in verschiedenen Kombinationen mit
Zink in Konzentrationen von 100 µM (Zink100), TT und CsA inkubiert
(Abb. 5). Um gleiche Kulturbedingungen zu gewährleisten, wurden die Über-
stände jeweils am Tag 5 abgenommen, der als Zeitpunkt für die maximale Pro-
duktion von IFN-γ ausgewiesen werden konnte (Danzer et al., 1994a). Die
Kontrollen zeigten keine erhöhte Sekretion von IFN-γ. Die PBMC, die mit
100 µM Zink inkubiert wurden, zeigten eine leicht erhöhte Sekretion von IFN-
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γ, bis auf zwei von 14 Spendern, die als Ausreißer aufgrund ihrer hohen IFN-γ-
Sekretion von den weiteren Experimenten ausgeschlossen werden mussten
(siehe Einschlusskriterien).
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Abb. 5.: Zink reduziert nicht die IFN-γ Produktion nach antigener Stimulation in
vitro.
Der Einfluss von Zink auf die antigene Stimulation wurde durch die Messung der IFN-
γ Produktion von PBMC von gesunden Blutspendern gemessen. PBMC (Kontrollen)
zeigten keine Vorstimulation, und eine Vorinkubation mit Zinkionen in einer Konzen-
tration von 100 µM (Zink100) zeigte keine stimulativen Effekte bis auf bei zwei Aus-
reißern. Die PBMC zeigten eine positive Reaktion auf TT. Eine Vorinkubation mit
Zink verminderte nicht die Anitgenität von TT (Zink100 TT und TT). Die Vorinkubati-
on mit 20 µg/ml Cyclosporin A zeigte eine Inhibition der IFN-γ Freisetzung nach Sti-
mulation mit Tetanustoxoid (CsA TT).
Gezeigt sind die Mittelwerte und der Standardfehler (n = 16). Die IFN-γ Freisetzung
von TT-behandelten PBMC wird durch die Vorinkubation mit CsA signifikant vermin-
dert. P < 0,001 (t-test).
Kein Spender zeigte eine unterbliebene Reaktion auf die Stimulation mit TT.
Mit Tetanus-Toxoid behandelte Zellen, ob mit Zink oder nicht mit Zink behan-
delt, zeigten eine signifikant höhere Sekretion von IFN-γ. Zink zeigte keine
Beeinflussung der Reaktion auf TT, und CsA als etabliertes Immunsuppressi-
vum inhibierte die Reaktion auf die antigene Stimulation mit TT. Diese Beob-
achtungen lassen den Schluss zu, dass die Reaktion auf eine antigene Stimula-
tion nicht von einer Zink-Supplementation beeinflusst wird.
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4.2.2 Zink hemmt die Alloreaktivität in der MLC
Um die Frage zu klären, ob die gezeigten Reaktionen auf antigene Stimulation
und die bekannte Inhibition der Alloreaktivität im selben Versuchsansatz beob-
achtet werden könnten, wurden 12 Spender ausgewählt, die die Einschlusskri-
terien erfüllten. Eine Vorinkubation mit Zink in Konzentrationen von 50 µM
und 100 µM (MLC 50 und MLC 100) und Cyclosporin A (MLC CsA) verrin-
gerten signifikant die IFN-γ Produktion im Vergleich zur unbehandelten MLC
(MLC). Dabei ergab sich bei beiden gewählten Zinkkonzentrationen und der
Zugabe von CsA eine jeweils vergleichbare Reduktion der IFN-γ Werte
(Abb. 6).
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Abb. 6: Zink hemmt die MLC vergleichbar wie Cyclosporin A.
Eine Vorinkubation der PBMC mit Zink in Konzentrationen von 50 µM und 100 µM
(MLC 50 und MLC 100) und Cyclosporin A in einer Konzentration von 20 µg/ml
(MLC CsA) reduziert die IFN-γ Produktion signifikant im Vergleich zur MLC mit un-
behandelten PBMC.
Gezeigt sind die Mittelwerte und der Standardfehler der IFN-γ Werte im Überstand an
Tag 5 (n = 16 aus 12 Spendern). Die Verminderung der IFN-γ Produktion in der MLC
nach Vorinkubation im Vergleich zur entsprechenden Kontrolle ist signifikant.
*, P < 0,001 (t-test).
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4.2.3 Die Zell-Vitalität ist abhängig von der Menge des supplementierten
Zinks
Angesichts dieser in vitro-Ergebnisse sollte die Frage geklärt werden, ob Zink-
ionen toxische Effekte auf Zellen ausüben und somit eine IFN-γ Produktion
verhindern könnten. Mittels Durchflusszytometrie nach Propidiumjodidfärbung
über fünf Tage konnte gezeigt werden, dass nur eine Vorinkubation mit Zink in
einer Zinkkonzentration von 100 µM zu einem erhöhten Anteil nicht-vitaler
Zellen führt (Abb. 7). Diese nicht-vitalen Zellen waren jedoch nicht für die
IFN-γ Produktion verantwortlich, da die IFN-γ Produktion der PBMC nicht
durch die Inkubation mit 100 µM Zink während der antigenen Stimulation mit
Tetanus-Toxoid beeinflusst wurde (Abb. 5), und die IFN-γ Produktion in der
MLC bei Inkubation mit 50 µM Zink oder 100 µM Zink äquivalent war
(Abb. 6).
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Abb. 7: Eine Zinkzugabe in niedrigen Konzentrationen zeigt keine toxischen Ne-
benwirkungen in vitro
Mittels Durchflusszytometrie wurden direkte toxische Nebenwirkungen von Zink auf
die Vitalität von PBMC getestet. Unbehandelte PBMC (○), PBMC nach Zugabe von
50 µM Zink (●) und PBMC nach Zugabe von Cyclosporin A (20 µg/ml) (∆) zeigen ei-
nen vergleichbaren Zellverlust. PBMC nach Zugabe von 100 µM Zink (▲) führen zu
einem erhöhten Zellverlust.
Gezeigt ist der prozentuale Anteil der vitalen Zellen an der Gesamtzahl der Zellen
(n=3).
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4.2.4 Orale Zink-Einnahme hemmt die Alloreaktivität
Die in vitro-Ergebnisse zeigten, dass Zink zwischen allogenen und Antigen-
spezifischen Antworten unterscheiden konnte. Um das in vivo-Geschehen der
allogenen Stimulation besser zu verstehen, wurde eine ex vivo-Studie durchge-
führt, um die selektive Wirkungsweise von Zink zu zeigen. Um die in vitro-
Ergebnisse auf die Situation in vivo übertragen zu können, wurde eine kleine
Gruppe aus sechs freiwilligen gesunden, jungen und männlichen Blutspendern
zusammengestellt, die eine Woche lang Zink zu sich nahmen, und genau dieje-
nigen Experimente, die bereits in vitro durchgeführt wurden, wurden noch
einmal ex vivo durchgeführt. Vor und nach Zinkeinnahme wurden die Zink-
serumwerte der Probanden gemessen. Die einwöchige Zinkeinnahme führte zu
signifikant (P < 0,016, t-test) erhöhten Zinkserumwerten, die aber die physio-
logischen Grenzwerte nicht überschritten. Ein vollständiges Blutbild wurde
nicht angefertigt, da bekannt ist, dass eine Zinkeinnahme keinen Effekt auf die
Zellzahlen von Leukozyten und Lymphozytenuntergruppen in gesunden Blut-
spendern hat (Bonham et al., 2003). Die ex vivo-Experimente bestätigten die in
vitro-Ergebnisse. Die IFN-γ Sekretion wurde vor und nach Zinkeinnahme ver-
glichen. Die Zinkeinnahme hatte keinen Einfluss auf die IFN-γ Produktion von
PBMC im Vergleich zur Situation vor der Zinkeinnahme (Abb. 8). Die Zin-
keinnahme hatte keinen inhibitorischen Effekt auf die Stimulation mit TT und
TSST.
Alle Probanden erfüllten die Einschlusskriterien, so dass kein Proband ausge-
schlossen werden musste. Vor der Zinkeinnahme wurde eine MLC in derselben
Weise durchgeführt, wie dies für die in vitro-Versuche beschrieben wurde. Die
PBMC eines jeden Spenders wurden mit den PBMC jedes anderen Spenders in
Kultur gegeben, so dass insgesamt 15 MLCs durchgeführt wurden. Nach der
einwöchigen Zinkeinnahme wurde das Experiment wiederholt. Im Vergleich
zu der MLC vor der Zinkeinnahme konnten nun verminderte Werte von IFN-γ
beobachtet werden (Abb. 9). Durch die Zinkeinnahme wurde die IFN-γ Pro-
duktion in jeder Spenderkombination reduziert. Je höher dabei die IFN-γ Pro-
duktion vor der Zinkeinnahme war, desto stärker wurde diese durch die Zink-
einnahme gehemmt. Die Inhibition in der MLC kann dabei als Nichterkennen
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von allogenen Differenzen durch die Leukozyten interpretiert werden (aCam-
po, 2001).
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Abb. 8: Eine orale Zinkeinnahme beeinflusst nicht die Reaktion von PBMC auf
Antigene
Der Einfluss einer oralen Zinkeinnahme (10 mg alle zwei Stunden, 80 mg/d, eine Wo-
che lang) auf die antigene Stimulation wurde ex vivo überprüft. PBMC nach Zinkein-
nahme (Zink) zeigen keine erhöhte IFN-γ Produktion im Vergleich zu PBMC vor Zin-
keinnahme (PBMC). Nach einer einwöchigen Einnahme von Zink ist die antigene
(Zink TT) oder superantigene Reaktion (Zink TSST) der PBMC vergleichbar zur Re-
aktion der PBMC vor der Zinkeinnahme (TT und TSST).
Gezeigt sind die Mittelwerte und der Standardfehler (n=15). *, P < 0,001 (t-test).
Um zu untersuchen, ob die verminderte IFN-γ Produktion auf die Tatsache zu-
rückzuführen war, dass zu zwei verschiedenen Zeitpunkten Blut abgenommen
und eine MLC durchgeführt worden war, wurde ein weiteres Experiment
durchgeführt. Die PBMC von vier männlichen Spendern wurden isoliert und in
jeder Donorkombination in Kultur gegeben, so dass insgesamt sechs MLCs
durchgeführt werden konnten. Nach zehn Tagen wurde dieses Experiment mit
denselben Spendern wiederholt. Die verschiedenen Zeitpunkte waren dabei
nicht für die verminderte IFN-γ Produktion verantwortlich, da keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen denselben MLCs zu beiden Zeitpunkten festge-
stellt werden konnten (Abb. 10). Jedoch bestehen große Unterschiede, wenn
weibliche Spender hinzugezogen werden (Daten nicht dargestellt). Deshalb
wurden die Experimente und die Zinkeinnahme nur mit männlichen Spendern
durchgeführt.
*
*
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Abb. 9: Orale Zinkeinnahme hemmt die Alloreaktivität in jeder Donorkombination
Dargestellt ist der Einfluss einer einwöchigen Einnahme von Zink (10 mg alle zwei
Stunden, 80 mg/d)auf die MLC. Die IFN-γ Produkion ist in jeder Donorkombination
vermindert, woraus eine signifikante Reduktion der Durchschnittswerte resultiert.
Diese Reduktion war umso größer, je höher die IFN-γ Spiegel vor der Zinkeinnahme
waren. Die IFN-γ Produktion nach Zinkeinnahme ist im Vergleich zur MLC vor der
Zinkeinnahme signifikant reduziert.
Es sind die IFN-γ Werte der Einzelergebnisse vor und nach Zinkeinnahme dargestellt
(n=15). P < 0,001 (Wilcoxon-Test).
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Abb. 10: Die Sekretion von IFN-γ ist nicht zeitabhängig
Dargestellt ist die Zeitabhängigkeit der IFN-γ-Sekretion in der MLC. Die MLC
(MLC 1) zu einem ersten Zeitpunkt verglichen mit der MLC zu einem zweiten Zeit-
punkt (MLC 2) zeigt keine signifikanten Unterschiede in der IFN-γ Sekretion.
Für die MLC sind die IFN-γ Durchschnittswerte und die Standardabweichungen dar-
gestellt (n=6).
PBMC 1 und PBMC 2 sind zum ersten respektive zweiten Zeitpunkt als Kontrollen
mitgeführt worden. Für die Kontrollen sind ebenfalls die IFN-γ Durchschnittswerte
und die Standardabweichungen dargestellt (n=4).
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4.3 One-way-MLC mittels PFA
In manchen Fällen ist es klinisch von besonderem Interesse zu erfahren, ob es
sich bei einer Abstoßungsreaktion um eine GvHD oder um eine HvGD gehan-
delt hat. Das Modell der one-way-MLC erlaubt es, genau diese Aussage zu
treffen. Die herkömmliche Methode der one-way-MLC besteht darin, mittels
radioaktiver Bestrahlung oder Mitomycin C-Behandlung eine der beiden Zell-
populationen zu inaktivieren. Am 4. Oder 5. Tag wird 3H-Thymidin hinzuge-
geben, das in die neu gebildete DNA eingebaut wird und ein Maß für die Mito-
serate der jeweiligen reaktiven und proliferierenden Zellpopulation darstellt.
Dabei muss jedes Mal ein individueller Schwellenwert bestimmt werden, ab
dem die MLC als positiv bewertet wird, da das Proliferationsergebnis signifi-
kant über der autologen Kontrolle liegen muss (Kaminski et al., 1993).
Um eine generelle ja-nein-Aussage ohne Bestimmung eines individuellen
Schwellenwertes zu ermöglichen, wurde untersucht, ob es möglich ist, die
Zellen auf eine andere Art und Weise zu inaktivieren. Dazu wurden Experi-
mente durchgeführt, bei denen die PBMC eines Spenders mit Paraformaldehyd
fixiert wurden. Tab. 5 zeigt die Ergebnisse eines repräsentativen Experiments
von vier durchgeführten Experimenten. Das „P“ hinter einer Ziffer gibt den
Spender an, dessen PBMC mit PFA behandelt wurden. Lagen die IFN-γ-Werte
über dem höchsten Standard im ELISA, wurde dies mit „> 10000“ angegeben.
Wenn ein IFN-γ-Wert den niedrigsten Standard im ELISA unterschritt, wurde
er mit „low“ angegeben.
Die autologen Kontrollen sind niedrig, die Reaktion in der MLC mit unbehan-
delten PBMC (MLC) ist stark ausgeprägt. Werden beide Spender mit PFA be-
handelt, dann zeigt sich in der entsprechenden MLC (doppelt-PFA-MLC) gar
keine IFN-γ-Produktion. Dies belegt, dass die Behandlung mit PFA zuverlässig
zu einer Unterbindung der IFN-γ-Produktion von PBMC führt. Werden in der
MLC nur die PBMC eines Spenders mit PFA behandelt (einfach-PFA-MLC),
finden sich sehr viel niedrigere IFN-γ-Werte. Es ist möglich, denjenigen Spen-
der zu bestimmen, der für die Reaktion in der MLC verantwortlich ist. So rea-
giert z.B. der Spender 1 auf den Spender 2 (12P und 1P2) und den Spender 3
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(13P und 1P3). Der Spender 2 reagiert auf Spender 4 (24P und 2P4) und der
Spender 3 reagiert auf den Spender 2 (23P und 2P3).
IFN-γ (pg/ml) IFN-γ (pg/ml)
autologe Kontrolle 11P 133,4
22P 72,81
33P 31,93
44P low
MLC 12 4985
13 2515
14 > 10000
23 3011
24 5575
34 > 10000
einfach-PFA-MLC 12P 1761 1P2 131,8
13P 404,6 1P3 90,36
14P 409,4 1P4 low
23P low 2P3 42,17
24P 145,7 2P4 low
34P low 3P4 low
doppelt-PFA-MLC 1P2P low
1P3P low
1P4P low
2P3P low
2P4P low
3P4P low
Tab.. 5: One-way-MLC mittels PFA
Dargestellt sind die Ergebnisse der one-way-MLC mit PFA eines repräsentativen von
vier Experimenten. Die autologen Kontrollen sind niedrig, die MLC von unbehandel-
ten PBMC (MLC) zeigt eine starke IFN-γ-Produktion. Werden die PBMC eines Spen-
ders mit PFA behandelt (einfach-PFA-MLC), kann unterschieden werden, welcher
von beiden Spendern für die IFN-γ Produktion verantwortlich ist. Werden die PBMC
beider Spender mit PFA vorbehandelt (doppelt-PFA-MLC), zeigt sich keinerlei IFN-γ 
im Überstand. Es sind die absoluten IFN-γ Werte der Kontrollen und der MLCs dar-
gestellt. Die Kontrollen wurden als autologe Kontrollen durchgeführt, bei denen die
PBMC eines Spenders mit PFA-behandelten PBMC desselben Spenders inkubiert
wurden. Bei den MLCs wurde der Spender, dessen PBMC mit PFA fixiert wurde, mit
einem „P“ nach seiner Ziffer gekennzeichnet. „12P“ bedeutet, dass die unbehandel-
ten PBMC von Spender 1 mit den PFA-fixierten PBMC von Spender 2 inkubiert wur-
den. Wenn ein IFN-γ Wert den höchsten (niedrigsten) Standard im ELISA überschritt
(unterschritt), wurde er mit „> 10000“ („low“) angegeben.
Die Unterschiede in den Niveaus der IFN-γ-Produktion in der unbehandelten
MLC und der einfach-PFA-MLC lassen sich dadurch erklären, dass in der un-
behandelten MLC die Zytokinproduktion des reaktiven Spenders die PBMC
des anderen Spenders dazu anregt, ebenfalls Zytokine zu produzieren. Beide
Spender können sich durch ihre Zytokinproduktion gegenseitig stimulieren,
wodurch die hohen IFN-γ-Werte hervorgerufen werden.
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5. Diskussion
Untersuchungen zur möglichen Toleranz gewisser HLA-Mismatche könnten
die im Augenblick gängige Zuordnungsstrategie von Spenderorganen zu Emp-
fängern beeinflussen. Gegenwärtig werden diejenigen Patienten, die ein Spen-
derorgan benötigen, HLA-typisiert. Ihre Typisierungsdaten werden in Daten-
banken gespeichert, und wenn ein Spenderorgan zur Verfügung steht, wird
auch dafür eine HLA-Typisierung durchgeführt. Das im Jahre 1996 von Eu-
rotransplant eingerichtete Kidney Allocation System (KAS) dient dazu, für
Leichennieren aufgrund dieser Daten einen passenden Empfänger auszuwäh-
len, wobei neben der Anzahl der Mismatche u.a. auch die Wartezeit und die
Entfernung vom Empfänger berücksichtigt werden (Doxiadis et al., 2004). Da-
bei soll die Anzahl der Mismatche minimiert werden, so dass im Idealfalle ein
in den untersuchten Allelen zum Spender identischer Empfänger ausgewählt
werden kann. Aufgrund des Polymorphismus des HLA-Systems werden die
Patienten in den meisten Fällen jedoch ein Organ eines Spenders erhalten, zu
dem Mismatche bestehen (Claas et al., 2003). Lediglich vor Knochen-
marktransplantationen wird routinemäßig eine MLC durchgeführt. Dies be-
gründet sich darin, dass vor Knochenmarktransplantationen genug Zeit bleibt,
um die mehrere Tage andauernde Durchführung der MLC abzuwarten. Bei
Leichenorganen (z.B. nach einem Motorradunfall) ist diese Zeit nicht vor-
handen, da das Organ innerhalb eines relativ engen Zeitfensters transplantiert
werden muss. Daher kann die MLC nicht vor der Transplantation dieser Or-
gane durchgeführt werden. Außerdem müsste von den in Frage kommenden
Empfängern möglichst schnell eine für die Durchführung einer MLC aus-
reichende Menge an Blut zur Verfügung stehen. Dies würde möglicherweise
eine sehr hohe Anzahl an durchzuführenden MLCs bedingen.
Bei allen möglichen Allelkonstellationen könnte jedoch im Vorfelde eine MLC
durchgeführt werden. Die Ergebnisse könnten ebenfalls in der Datenbank in
einer Art „HLA-Mismatch-Karte“ abgespeichert werden. Dadurch könnte die
MLC direkt vor der Transplantation mit den nativen Zellen von Spender und
Empfänger entfallen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden für ausgewählte Spen-
der-Empfänger-Kombinationen MLCs durchgeführt.
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Es konnte gezeigt werden, dass Spender ohne Mismatche keine nennenswerte
Reaktion in der MLC auslösen, was im Einklang mit der bestehenden Literatur
ist (Dankers et al., 2004). Bei Mismatchen ist es jedoch nicht so, dass die IFN-
γ-Sekretion in der MLC für jede Anzahl an Mismatchen identisch ist. Vielmehr
ist die Sekretion abhängig von den konkreten Allelen, die das Mismatch bilden.
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es Allelkonstellationen gibt, die
weitaus geringere IFN-γ-Werte hervorrufen als andere Konstellationen. Diese
Ergebnisse entsprechen den Daten einer retrospektiven Studie von Claas et al.
(2003). Damit relativieren diese Ergebnisse die Daten von Cantell et al. (1990),
die die Stärke der MLC mit der Anzahl der Mismatche korrelieren konnten.
Bei der Vergabe von Spenderorganen könnte in dem Falle, dass es keinen
Empfänger gibt, der genotypisch kein Mismatch aufweist, einer der Empfänger
ausgewählt werden, der lediglich ein Mismatch aufweist. Aus diesen Empfän-
gern sollte dann derjenige ausgewählt werden, für dessen Mismatch die erwar-
tete Toleranz am höchsten ist.
Sehr interessant ist ebenfalls die auch bereits in retrospektiven Studien (Maru-
ya et al., 1993) gezeigte Existenz von permissiven Mismatchen, die im Grunde
einen Spezialfall der eben dargestellten Toleranz von Mismatchen darstellen.
Bei den permissiven Mismatchen ist die IFN-γ-Produktion so gering, dass man
von einer Toleranz dieses Mismatches sprechen kann. Da ein solches Mis-
match nicht als fremd erkannt wird, hat es bei der Vergabe die höchste Priorität
nach einem identischen Spender. Die Toleranz eines permissiven Mismatches
könnte durch fehlende T-Zellen in Bezug auf dieses HLA-Molekül erklärt wer-
den, wie es sich aus der Positivselektion von T-Zellen ableitet (Davis et al.,
2003).
Es konnte gezeigt, werden, dass es HLA-Mismatche zwischen Spender und
Empfänger gibt, die bei gleicher Anzahl unterschiedliche Ergebnisse in der
MLC liefern. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit HLA-Mismatchen lassen
erkennen, dass die Vergabestrategie von Spenderorganen neben der rein sero-
logischen HLA-Typisierung auch unterschiedliche phänotypische Auswirkun-
gen von Mismatchen berücksichtigen sollte. Diese Ergebnisse können damit
experimentell beweisen, was das HLA Matchmakerprogramm von Euro-
transplant aufgrund einer statistisch retrospektiven Datenanalyse macht (Claas
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et al., 2003). Bei diesem HLA Matchmakerprogramm handelt es sich um einen
Algorithmus, der aufgrund molekularer Daten Prognosen darüber abgibt, wel-
che HLA Mismatche bei einem bestimmten Patienten nicht zu einer Alloanti-
körperproduktion führen (Claas, 2002). Mit Hilfe des HLA Matchmaker-
programms können retrospektive Studien zum Einfluss des HLA-Matchings
auf das Ergebnis der Transplantation durchgeführt werden (Campos et al.,
2003).
Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die gegenwärtige Vergabestrategie für
Spenderorgane noch verbessert und verfeinert werden könnte. Dadurch könn-
ten die zur Verfügung stehenden knappen Spenderorgane noch präziser auf die
potentiellen Empfänger verteilt werden, um die Wahrscheinlichkeit für eine
Abstoßung des Transplantats noch weiter zu minimieren. Außerdem könnte
sich das Spektrum der für einen Spender in Frage kommenden Organe erhöhen.
In weiteren Studien sollten weitere Allelkonstellationen getestet werden, um
relevante Kombinationen aufzuspüren und kartographisch darzustellen. Die
statistische Datenanalyse des HLA Matchmakerprogramms kann sich dabei mit
den Daten aus der MLC ergänzen, da bereits zu einem frühen Zeitpunkt, d.h.
vor der statistischen Signifikanz im HLA Matchmakerprogramm, eine experi-
mentelle Überprüfung stattfinden kann.
Sollte bei konkreten Konstellationen die Frage von Interesse sein, ob es sich
bei einer möglichen Abstoßung um eine GvHD oder eine HvGD handeln wür-
de, so kann die in dieser Arbeit etablierte Methode der one-way-MLC mittels
PFA eingesetzt werden. Die Vorteile dieser Methode liegen darin, dass sie in
jedem Labor durchgeführt werden kann (es müssen keine radioaktiven Strahlen
appliziert werden) und dass kein individueller Grenzwert festgelegt werden
muss.
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Nach einer Organ- oder Knochenmarktransplantation muss das Immunsystem
des Patienten supprimiert werden, um zu verhindern, dass das Spendergewebe
abgestoßen oder das Gewebe des Patienten vom Transplantat angegriffen wird.
Diese Reaktionen sind als HvGD und GvHD bekannt. Um diese Reaktionen zu
verhindern oder zu unterdrücken, müssen die Patienten Immunsuppressiva wie
z.B. Cyclosporin A oder FK 506 für einen Zeitraum von sechs bis neun Mona-
ten in hohen Dosen, danach jedoch lebenslang – wenn auch in geringern Do-
sen – einnehmen. Diese weit verbreiteten Medikamente führen zu einer Im-
mundefizienz des Patienten (Mihatsch et al., 1998) und haben in vitro einen in-
hibitorischen Effekt auf die T-Zell-Proliferation in der MLC (Woo et al.,
1990).
Diese Medikamente weisen jedoch ernste und schwerwiegende unerwünschte
Wirkungen auf, wie z.B. die Möglichkeit einer Superinfektion mit opportuni-
stischen Keimen. Dies kann geschehen, da nicht nur die Alloreaktivität, son-
dern auch die Fähigkeit zur Reaktion auf Antigene beeinflusst wird (Fishman
and Rubin, 1998). Allerdings erhält keines der bekannten Immunsuppressiva
die wichtige Eigenschaft der Leukozyten, auf Antigene zu reagieren. Während
der letzten Jahrzehnte musste die Inhibition dieser so wichtigen Funktion des
Immunsystems toleriert werden, um das Transplantat und den Empfänger zu
schützen. Eine optimale Substanz zur Immunmodulation sollte drei Bedingun-
gen erfüllen:
• die Alloreaktivität muss unterdrückt werden,
• die Reaktion auf Antigene muss erhalten bleiben und
• es dürfen keine toxischen Nebenwirkungen auftreten.
Es konnte nachgewiesen werden, dass Zink die Alloreaktivität in der MLC als
in vitro-Modell der Transplantation hemmt (aCampo et al., 2001). Diese wich-
tige Beobachtung legte den Verdacht nahe, dass Zink auch die Reaktion von
Leukozyten auf Antigene beeinflusst, wie dies bei anderen Immunsuppressiva
der Fall ist.
Jedoch konnte im Rahmen dieser Dissertation gezeigt werden, dass Zink in vi-
tro die antigene Reaktivität von Leukozyten nicht beeinflusst. Außerdem
konnte die nicht vorhandene Reaktion auf allogene Unterschiede in der MLC
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durch Zink reproduziert werden, die bereits nachgewiesen wurde (aCampo et
al., 2001). Die hier gefundene beibehaltene Fähigkeit des Empfängers, auf An-
tigene zu reagieren, konnte vorher noch nicht festgestellt werden (aCampo et
al., 2001). Es ist gezeigt worden, dass in vitro eine Zinkzugabe in einer Kon-
zentration von 50 µM eine optimale Konzentration ist, die die Fähigkeit von
Leukozyten, auf Antigene zu reagieren, erhalten lässt. Die Ergebnisse der in
vitro-Experimente konnten durch die ex vivo-Experimente bestätigt werden. In
den ex vivo-Experimenten konnte eine Inhibition der Alloreaktivität beobachtet
werden, während die Reaktion auf Antigene und Superantigene nicht beein-
flusst wurde.
Im Rahmen der ex vivo-Experimente nahmen die Probanden eine Woche lang
jeden Tag insgesamt 80 mg Zink zu sich, verteilt über den ganzen Tag, in dem
sie alle zwei Stunden eine Tablette mit 10 mg Zink einnahmen. Diese Dosis
entspricht der Dosis, die in einer Studie von Prasad et al. (2000) verwendet
wurde, um zu untersuchen, ob die Dauer der Symptome einer Erkältung durch
Zink reduziert werden kann. Die einwöchige Zinkeinnahme der Probanden in
den ex vivo-Experimenten führte zu signifikant erhöhten Zinkserumwerten, die
aber die physiologischen Grenzwerte nicht überschritten. Ein vollständiges
Blutbild wurde nicht angefertigt, da bekannt ist, dass eine Zinkeinnahme kei-
nen Effekt auf die Zellzahlen von Leukozyten und Lymphozytenuntergruppen
in gesunden Blutspendern hat (Bonham et al., 2003).
Während der letzten Jahrzehnte wurden viele Experimente mit Zink durchge-
führt, jedoch konnte der exakte Wirkungsmechanismus von Zink auf Leuko-
zyten bisher noch nicht aufgeklärt werden. Insbesondere konnte nicht geklärt
werden, wie T-Zellen allogene MHC-Moleküle erkennen und starke T-Zell-
Aktivierungen ausgelöst werden. Allerdings gibt es verschiedene Erklärungs-
versuche für peptidabhängige und nicht-peptidabhängige Mechanismen der
Alloreaktivität, die im Folgenden aufgezeigt werden sollen.
Auf der einen Seite kann ein alloreaktiver T-Zell-Klon Peptide, die durch
MHC-I präsentiert werden, mit einer hohen Affinität erkennen (Wang et al.,
1997). Ein anderes Modell besteht darin, dass polymorphe Determinanten auf
allogenen MHC-Molekülen, die von alloreaktiven T-Zellen erkannt werden,
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ausschließlich von den α-Ketten der MHC-Moleküle stammen (Bevan, 1984).
Somit wäre eine hohe Konzentration dieser Determinanten auf einer Zielzelle
vorhanden, und diese Situation würde die Aktivierung von T-Zellen mit einer
niedrigeren Affinität erlauben als derjenigen T-Zellen, die in peptidabhängige
Selbst-MHC restringierte Reaktionen involviert sind. Vermutlich spielen beide
Hypothesen in der Alloreaktion eine Rolle, da gefunden werden konnte, dass
die Anzahl der Peptid-spezifischen, alloreaktiven T-Zellen umso höher ist, je
ähnlicher das fremde MHC-Molekül dem eigenen, für die T-Zelle spezifischen
MHC-Molekül ist (Obst et al., 2000). Da Zinkionen jedoch über Zinkbindungs-
stellen (Histidin 81) auf der Oberfläche von MHC-Molekülen mit diesen inte-
ragieren können (Fraser et al., 1992), könnte eine niedrigaffine Bindung im
Rahmen einer allogenen Reaktion durch solch eine Interaktion gestört werden.
Dies könnte eine mögliche Erklärung dafür sein, weshalb Zink die Reaktion in
der MLC beeinträchtigen kann.
Eine höhere Bindungsaffinität impliziert stärkere intrazelluläre Signaltrans-
duktion. Eine Zellaktivierung wird über eine intrazelluläre Kaskade von Mole-
külinteraktionen vermittelt. Die Vermittlung geschieht gewöhnlich über die
Phosphorylierung von Aminosäureresten. Die IL-1 Typ Rezeptor-assoziierte
Kinase (IRAK) ist ein Enzym, das durch Zink beeinflusst wird. Zink inhibiert
IRAK (Wellinghausen et al., 1997a) und dies führt zu einer Supprimierung der
Interleukin-1 (IL-1) vermittelten T-Zell-Aktivierung. Die Höhe der intrazellu-
lären Signaltransduktion hängt dabei von der Höhe der Bindungsaffinität ab.
Wahrscheinlich kann Zink den intrazellulären Signalweg, der durch die niedri-
ge Affinität der allogenen Stimulation hervorgerufen wird, verändern. Bei der
antigenen Reaktion tritt eine hochaffine Bindung auf. Der dadurch ausgelöste
intrazelluläre Weg kann durch Zink nicht gestört werden, da die intrazellulären
Zinkkonzentrationen nicht die Schwelle für die Hemmung der Phosphorylie-
rungsaktivität erreichen. Diese Hypothese bedeutet einen neuen und selektiven
Weg für die Immunmodulation durch Zink.
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Eine andere Hypothese macht STAT (signal transducer and activator of tran-
scription) Proteine für dieses Phänomen verantwortlich. STAT Proteine sind
bekannt als wichtige Mediatoren der Signaltransduktion durch Zytokinrezepto-
ren (Liu et al., 1998), und kürzlich konnte gezeigt werden, dass STAT Proteine
eine große Rolle in der TCR-Signaltransduktion spielen könnten. Es konnte
gezeigt werden, dass ein Tyrosinrest von STAT5 bei antigener TCR-
Stimulation vorübergehend phosphoryliert wird. (Welte et al., 1999). Diese
Stimulation wurde durch die Tyrosinkinase Lck vermittelt, und Experimente
mit Lck-defizienten T-Zell-Linien oder mit T-Zellen mit einem veränderten
STAT5-Protein führten zu einer verminderten Antigen-stimulierten Proliferati-
on. Auf der anderen Seite konnte nachgewiesen werden, dass bei alloreaktiven
CD4+-T-Zellen Tyrosin- und Serinreste von STAT3 nach Stimulation des TCR
phosphoryliert wurden (Gerwien et al., 1999). Diese Ergebnisse lassen vermu-
ten, dass es verschiedene Signaltransduktionswege gibt, die im Rahmen von
allogener oder antigener Stimulation aktiviert werden. Zink könnte selektiv den
STAT3-vermittelten Weg hemmen, während der STAT5-vermittelte Weg
durch die Zugabe von Zink nicht beeinträchtigt wird, so dass die antigene Re-
aktion unverändert möglich ist.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Zink ein essentielles Spurenele-
ment für den gesamten Organismus darstellt, das alle Erwartungen an ein opti-
males Immunmodulativum erfüllt. Zink könnte eine extrem wichtige Substanz
in der Transplantationsmedizin werden, die keine toxischen Nebenwirkungen
besitzt, aber die Wahrscheinlichkeit der Transplantatabstoßung und die Gefahr
von weiteren Infektionen reduziert. Es müssen weitere klinische Studien
durchgeführt werden, aber der erste Schritt in Richtung eines effektiveren We-
ges der Medikation in der Transplantationsmedizin ist getan.
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6. Zusammenfassung
Bei der Transplantation sind die fremden HLA-Antigene des Spendergewebes
Auslöser für die Abstoßungsreaktion. Um diese Abstoßungsreaktion nach
Möglichkeit ganz zu verhindern, wird bei Knochenmarktransplantationen ein
HLA-matching durchgeführt. Der Grund dafür liegt darin, dass Spender- und
Empfängergewebe in den untersuchten HLA-Allelen möglichst gut überein-
stimmen sollen.
Untersuchungen zur möglichen Toleranz gewisser HLA-Konstellationen
könnten die Zuordnung von Spenderorganen zu Empfängern beeinflussen. Es
konnte gezeigt werden, dass es HLA-Mismatche zwischen Spender und Emp-
fänger gibt, die bei gleicher Anzahl unterschiedliche Ergebnisse in der MLC
liefern. Außerdem gibt es Mismatche, die in der MLC nicht als fremd erkannt
werden. Die Ergebnisse der Untersuchungen mit HLA-Mismatchen lassen er-
kennen, dass die Vergabestrategie von Spenderorganen neben der reinen HLA-
Typisierung auch unterschiedliche Auswirkungen von Mismatchen berück-
sichtigen sollte. In zukünftigen Experimenten sollten weitere bedeutsame Kon-
stellationen ermittelt werden.
Da gegenwärtig nach Transplantationen das Immunsystem des Empfängers
vollständig supprimiert wird, könnten Untersuchungen zur gezielten Beeinflus-
sung des Immunsystems dazu beitragen, die generalisierte Immunsuppression
nach Transplantationen zu modifizieren. Es konnte gezeigt werden, dass Zink
die allogene Reaktion in der MLC hemmt, die antigene Reaktion auf Tetanus-
Toxoid aber nicht beeinflusst. Diese Ergebnisse wurden nicht nur in vitro
gefunden, sie konnten auch ex vivo bestätigt werden.
Zink stellt ein essentielles Spurenelement für den gesamten Organismus dar,
das alle Erwartungen an ein optimales Immunmodulativum erfüllt. Es müssen
weitere klinische Studien durchgeführt werden, aber Zink könnte in der Zu-
kunft als immunmodulatorisches Spurenelement die bisherige Medikation in
der Transplantationsmedizin entscheidend unterstützen.
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